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I N T R O D U C C I O N
En estos ùltimos anos la O.M.S. (Organizacidn 
Mundial de Sanidad) se estd ocupando con creciente inte­
nds del problema de la mortalidad perinatal. Se considéra 
como periodo perinatal el comprendido entre la semana 28^  
de la gestacidn y el dia 7- de la vida extrauterina.
Las estadfsticas muestran que el Indice de 
mortalidad en esta etapa de la vida es muy elevado. En 
las naciones europeas va desde un 18'4 ^/oo en Suecia, a 
un 39'6 ^/oo en Portugal. Le aqui que se considéré como u 
no de los problemas mâs serios y urgentes entre los que 
tiene planteados la medicina de nuestros dias.
En algunos palses del mundo se estâ estudian- 
do, como respuesta inmediata, la creacidn de centres de e_s 
pecializacién perinatal, dedicados a mejorar las condici£ 
nés asistenciales en este periodo de la vida, pues se ha 
comprobado que los Indices son menores en los palses mâs 
desarrollados y que prestan una adecuada atencién sanita­
ria en este sentido.
Pero al mismo tiempo es necesario plantear la
IX
solucién del problema a niveles mâs radicales. Una de las 
causas de la elevada mortalidad prenatal puede ser, entre 
otras, la existencia de defectos metabâlicos en la placen­
ta, que implicando una alteraciân en el funcionamiento re­
gular de la unidad-feto-placentaria-, comprometen gravemen 
te el desarrollo normal del feto.
Hoy sabemos, por ejemplo, que el estriol que 
se détecta en la orina de la mujer embarazada y con origen 
en la unidad feto-placentaria, refieja con extraordinaria 
exactitud el estado funcional de la placenta y el grado de 
desarrollo del feto.
Igualmente sabemos que situaciones de insufi­
ciencia placentaria o de ’’stress” fetal, van con f reçu en- 
cia acompahados de valores del estriol urinario que caen 
por debajo de los valores normales y la muerte intrauteri- 
na del feto lleva siempre a valores que disminuyen progre- 
sivamente hasta alcanzar concentraciones semejantes a las 
que se dan en la mujer no embarazada.
De aquf que nos haya parecido de suma importan 
cia el profundizar en el estudio bioqufmico de la placenta 
tratand0 de establecer parâmetros hormonales que permitan 
una interpretacidn bioqufmica de los embarazos patolâgicos.
Un recorrido detenido a travâs de la bibliogra 
fia referente al enfoque bioqufmico de estos problemas(par 
te primera de la Tesis) nos sugirid el plan de trabajo 
(parte segunda) propuesto para continuar esta Ifnea de in-
vestigacidn que nos parecfa de gran interés. En la parte 
tercera se exponen los métodos y material utilizados para 
la realizacidn de este programa. Y la cuarta, recoge los 
resultados y conclusiones de nuestras experiencias.
nA B R E V I A T U R A S
A^Ag (i^ ) androstendiol
19A^ A_ (19Û^ ) 19-hidroxi-androstendiol
androst endi ol-sulfato
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A^AgS (A^ s)
k (a) androst endi ona
16(X-0H-A (16 A) 16x-hidroxi-androstendiona
19 -OH-A (19 a) 19-hidroxi-androstendiona
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DHAS (DS) dehidroepiandrosterona-sul
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16o(-0H-DHA (16 DHA) 16X-hidroxi-dehidroepiandro£
(16 D) terona
161X-OH-DHA8 (16 DHAS) 16%-hidroxi-dehidroepiandros
(16 DS) terona-sulfato
19-OH-DHA (19 DHA) , , 19-hidroxi-dehidroepiandros
(19 D) terona
Eg estradiol
E^  estriol
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estrona
P pregnandiol
A PS pregnandiol-sulfato
T testosterona
16c^-0H-T (16 T) 16b(-hidroxi-testosterona
19-OH-T (19 T) 19-hidroxi-testosterona
TMSi trimetilsililéteres
KS ceto-esteroides
1. L A  P L A C E N T A H U M A N A
1.1 ASPECTOS MORPOLOGICOS Y DE DESARROLLO
Segiin el concepto ya tradicional de Mossman, 1937 
(1), se puede decir que la formacidn de la placenta consiste 
en una aposicidn Intima de los drganos fetales con los teji- 
dos matemos, con el fin de facilitar los intercambios fisio_ 
Idgicos que han de tener lugar entre la madré y el embridn en 
desarrollo.
El estudio de las fases principales del desarro­
llo de la placenta, desde la implantacidn del huevo hasta su 
estructura adulta, nos hace comprender mâs fâcilmente la mi- 
sidn que este drgano asume en el desarrollo de un nuevo ser.
1.1.1 Primeros jalones hacia la formacidn de la placenta; 
implantacidn del huevo
Puesto que en la especie humana el dvulo carece 
de réservas de vitelo, el embridn necesita un medio que le 
proporcione el alimente necesario para su crecimiento y desa 
rrollo. Despuds de realizada la fecundacidn en el oviducto y 
de haber sufrido las primeras divisiones celulares, el blasto
cisto -embridn al estado de 8 d 16 cdlulas- se encamina hacia 
el dtero para fijarse allf. Durante esta primera fase depen­
ds exclusivamente para su alimentacidn de la secrecidn de las 
glândulas .uterinas.
Un segundo memento importante metabdlicamente pa 
ra el desarrollo del embridn es el de la implantacidn, Hacia 
el sexto 0 sdptimo dia despuds de la fecundacidn -dia 20 d 
21 de un ciclo menstrual de 28 dias y en el que la ovulacidn 
tiene lugar en el dia 14- el blastocisto toma contacte con 
el epitelio uterino y empieza a implantarse. (Fig.l)
8  b la t lo m e ro t
(fin.* hiirs
Q
B laê loc iê io  lib re
12-16 b la t ià m e ro t
M à ru ia  14*." Hiai
Im p la n ia t ià n
(6.‘ dia* PS decir. 20 diat  ^
después del comienzo de 
la viltima nienstruaciûni
Cavidad uterina
Fig.1 Implantacidn del huevo.
Segitn Tuchmann-Duplessis
Este hecho coincide con la fase secretoria del d 
tero. La mucosa uterina estâ engrosada, ricamente vasculari-
zada y provista de una gran cantidad de glucdgeno. Asf el 
blastocisto encuentra condiciones particularmente favorables 
para la implantacidn.
En la especie humana la implantacidn es interst£ 
cial. El blastocisto atraviesa el epitelio uterino, llegando 
a separarse por completo de la luz del dtero. Hacia el dia 12 
d 13 queda obturado por completo el punto de penetracidn.
La implantacidn supone el primer paso hacia la 
formacidn de las membranas embrionarias que pondrân en con­
tacte el embridn en desarrollo con el sistema circulatorio 
matemo, pasando de una nutricidn embriotrdfica a una nutri- 
cidn hemotrdfica.
1.1.2 Placentacidn: formacidn y evolucidn de las vellosida- 
des coridnicas
La placentacidn es un proceso intrincado que se 
realiza contemporâneamente a la evolucidn morfogendtica del 
embridn.
Hacia el dia noveno, cuando ya estâ formado el 
sincitio trofoblâstico a partir del citotrofoblasto origi - 
nal, aparecen en su seno lagunas y algunos gldbulos rojos ma 
ternos provenientes de los capilares y senos venosos ya de- 
gradados. El sincitio trofoblâstico va invadiendo los teji­
do s maternos por medio de la emisidn de abundantes prolife-
raciones seudopodiales, que son las primeras trazas de la a 
paricidn de las vellosidades. Continua proliferando râpida- 
mente hacia el polo embrional del huevo, destruyendo las pa 
redes de los capilares y de los senos venosos de la madre, 
al mismo tiempo que absorbe la caduca y la sangre que en­
cuentra extravasada.
Hacia el dia 14, el sincitio trofoblâstico, se 
dispone en travfculas radiales bien formadas, que se diri-
1. Mesdnquima
2. Citotrofoblasto
3. Sincitio trofoblâs 
tico
4. Espacio interve- 
lloso
gen desde la perife- 
ria del huevo, hacia 
los tejidos metemos. 
(Pig. 2). Las lagu­
nas trofoblâsticas 
que separan estas tra 
vfculas, c onfluyen 
progresivamente, para 
formar un espacio con
Pig. 2 Evolucidn de las vellosidades coridnicas. 
Segdn Tuchmann-Duplessis
tinuo, que darâ lugar mâs tarde a la câmara intervellosa. 
Aparece asf un primer esbozo de la circulacidn materna de la 
placenta.
• En el interior de cada columna sincitial se en­
cuentra ya iniciado un eje citotrofoblâstico. Asf hacia el 
dia 18 encontramos que la vellosidad corial estâ formada por 
un eje mesenquimâtico rodeado de un estrato doble de citotro 
foblasto y sincitio trofoblâstico.
En el seno del mesânquima aparecen islas sangu£ 
neas que son el esbozo de la futura circulacidn fetal.
Al mismo tiempo, las lagunas han constituido ver 
daderos espacios intervellosos en los que se lleva a cabo u 
na intensa circulacidn materna.
Hacia el dia 21, la red vascular de las vellosi 
dades se pone en comunicacidn con los vases alantoideos, qi^  
dando asf establecida totalmente la circulacidn fetal de la 
placenta. (Pig.3)
Este nos permite définir la placenta humana co­
mo corion-alantoidea. Las vellosidades estân directamente 
en contacto con la sangre materna y estân recorridas por va 
SOS originados en la circulacidn feto-alantoidea.
A partir del segundo mes las vellosidades se ra 
mifican. Alguna de las ramificaciones llega a la cara mater 
na -vellosidades adhérentes-; las otras, quedan libres en el 
espacio intervelloso -vellosidades libres o fluctuantes-. 
(Fig.4)
wFig.4 Vellosidad corial 
del 22 al 4- mes.
Segdn Tuchmann-Du 
plessis
Fig,3 Circulacidn mater­
na y fetal en la 
placenta
Segdn Tuchmann-Du 
plessis
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71,1.3 Placenta desarrollada; definiciân y aspecto extemo
Al final del tercer mes puede decirse ya que la 
placenta ha adquirido su aspecto maduro, pudiendo ser défini^  
da como hemocorial, corion-alantoidea y vellosa.
En el huevo humano de très meses pueden verse las 
vellosidades reagrupadas en uno de sus polos. El resto del in 
volucro estâ constituido por el "corion laeve", a travës del 
cual se puede entrever el feto.
A partir del tercer mes la placenta queda, pues, 
claramente delimitada. La abundancia de las vellosidades o- 
frece una extensa superficie placentaria -al final del emba­
razo superarâ los 10 m -^. Es un factor muy importante para 
la eficacia de los intercambios feto-maternos.
Las vellosidades adhérentes que derivan del tron 
co primario, se insertan sobre la decidua basal delimitando 
un ârea mâs o menos circular. Esta arborizaciân constituye 
el cotileddn que es la unidad anatdmica de la placenta.(Eig.5)
Las células trofoblâsticas que han ido aumentan 
do a medida que la placenta crecfa, alcanzan un mâximo en su 
crecimiento hacia los 60 dias, luego ccmienzan a declinar.
De modo que después del cuarto mes de embarazo han desapare_ 
cido casi completamente.
En la segunda mitad del embarazo, la placenta 
se espesa y se extiende siguiendo el desarrollo del âtero. 
Este crecimiento se lleva a cabo por el notable incremento
de los sistemas capilares. (Pig,6)
plaça coridnica
vellosidad de 
22 orden
Sistema a "tambor" \
plaça basai
peddnculo de la vellosidad 
(tronco de 12 orden)
vellosidad de 
32 orden
corona de implantacidn
Pig.5 Representacidn de im cotileddn con sus vellosidades. 
Segdn Wilkins
Pig.6 Relacidn entre el volumen 
de la placenta y el volu- 
men del dtero a los 76, 
163 y 261 dias de la ges- 
tacidn.
Segdn Stieve
La placenta, al final del embarazo, es un disco 
casi circular, muy adelgazado en sus bordes, oscilando en­
tre 15-20 cm de diâmetro, con un espesor muy variable -aire 
dedor de 3 cm- y de un peso alrededor de 500 gr, aproximada 
mente un sexto del peso fetal; aunque también en esto caben 
variaciones.
Una modificacidn de esta relacidn demasiado gran 
de -peso inferior a 300 gr por ejemplo- es indicio de un pa 
ro en la maduracidn morfoldgica y funcional, conduciendo a 
un desarrollo inadecuado del nino. Sin embargo, un drganonor 
malmente desarrollado puede pesar hasta 1.000 gr.
En la placenta normal, al final del embarazo pue 
de apreciarse una parte de origen fetal (corion). (Eig.7)
Fig.7 Cara fetal de la placenta en el 9- mes 
Segdn Tuchmann-Duplessis
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y una parte materna, resultado de la transformacidn de la mu 
cosa uterina (decidua basal). (Pig.8)
Pig.8 Cara materna de la placenta en el 9- mes. 
Segiîn Tuchmann-Duplessis
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1.2 ORGMO DE lïïTERCAMBIO MTEE LA MADRE 
Y EL FETO
OXIGENO
AGUA 
ELECT ROLITOS
r u
Glùcidos
Lfpidos
Prôtidos
%aminas
1 CO2
1 Aguâ
1 Urea
Desechos
Hormonas
O 1— r-K f
Antlcuerpos ^
MEDICAMENTOS (aigunos...)
Virus teasi
Hormonas
FETO
MADRE placenta
Esquema A
Intercambios entre la madré y el feto a través de 
la placenta. Segdn Tuchmann-Duplessis
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No todos estdn de acuerdo an el mode como pasan 
los nutrientes j los catabolitos de un lado a otro de la ba 
rrera placentaria. No cabe duda de que algunos pasan por 
filtracidn, siguiendo las leyes de la dsmosis, lo cual re­
quière un gradiente de concentraciones. Pero el paso de la 
mayorfa de las sustancias no puede explicarse de manera tan 
sencilla y bay que pensar entonces en un transporte activa- 
do.
Ya Page, 1957 (2) clasificd las sustancias que 
cruzan la membrana en cuatro grupos, segdn su significado 
fisioldgico:
1) Sustancias esenciales para la vida (Oxfgeno, agua) 
que son transferidas rdpidamente por simple difusidn.
2) Sustancias importantes para la nutricidn del feto 
(glucosa, arninodcidos, Ifpidos y vitaminas) ; el transporte 
de. estas puede tener pasos activados.
3) Sustancias que regulan la actividad metabdlica, in 
cluyendo ciertas hormonas. Estas parece que pasan a travds 
de la barrera por difusidn lenta.
4) Macromoldculas de importancia inmunoldgica.
1.2.1 Transporte de 0^  y CO^ : simple difusidn
Algunas sustancias atraviesan con suma facili- 
dad la placenta en virtud de las simples leyes de difusidn.
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Pero hoy sabemos que esta difusidn por puros principios fiai 
cos tiene lugar solamente con el oxfgeno y en menor grado 
con el anhidrido carbdnico y con algunas drogas y gases anes- 
tdsicos, Hellegers, 1964 (3); Metcalfe, 1965 (4) y Adamsons, 
1965 (5).
La cantidad de oxfgeno transportado depende de 
varios factores: diferencia entre la presidn de oxfgeno de 
la sangre fetal y la de la madre, entre el flujo sangufneo 
materno en la cdmara intervellosa y el flujo fetal en los 
capilares coridnicos, y del grosor y superficie efectiva de 
la barrera placentaria.
La evolucidn de la estructura placentaria, desde 
el principio hasta el final de la gestacidn, tiene una énor­
me importancia para explicar sus funciones.
1.2.2 Agua y electrolitos: transporte active
Como hemos dicho, casi todos los nutrientes y 
los catabolitos del métabolisme fetal, atraviesan la placen­
ta en virtud de un paso activado. Lo demuestra el hecho de 
que muchas sustancias se encuentran en mayor concentracidn 
en la sangre fetal que en la sangre de la madre, por ejemplo 
el sodio, Miller, 1941 (6); fosfatos inorgdnicos, Puchs,1957 
(7), Puchs y Puchs, 1957 a y b (8); calcio, L'Agostino Barba 
ro, 1952 (9) y Hallmann, 1953 (10); hierro, Widmer, 1948(11)
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y aminodcidos, Clemetson y Churchman, 1954 (12), Setnikar, 
1957 (13), Villee, I960 (14) y Danois, 1952 (15).
Schreiner, 1965 (16) ha demostrado que la mayor 
concentracidn de estes elementos en la circulacidn fetal 
debe constituir una ventaja para el feto. Pero estas sustan 
cias deben ser transportadas en contra del gradiente de con 
centracidn y, por lo tante, requieren un transporte active.
Desde 1948 sabemos por los estudios de Flexner y 
Pohl, 1941 a y b (17); Plentl, 1959 (18) y Stemberg, 1962 
(19), que el paso del agua al feto tiene lugar de un modo mu 
cho mds rdpido de lo que se podrfa esperar por simple difu- 
sidn. Calculando la cantidad de agua transferida al feto en 
una hora, se obtuvieron los siguientes resultados:
101 ml/h - sémana 14-
3 .5 00 ml/h - sémana 33- (valor mdximo)
1 .5 80 ml/h - sémana 409
También se encontrd un mdximo entre las sémanas 
31 y 33 del embarazo en los valores que se referfan a la can 
tidad de agua transferida por gramo de placenta en una hora. 
Los valores se hacfan cinco veces majores de la sémana 14^  
al final. (Fig. 9a) (Fig. 9b)
Parece ser que este paso de agua tiene lugar me- 
diante una verdadera succidn de la sangre fetal; y por otra 
parte, parece que tambien juegue un papel importante el If - 
quido amnidtico que aparece rellenando la cavidad amnidtica 
desde la tercera sémana. En la décima sémana llega a tener 
un volumen de 30 ml; en la sémana veinte alcanza los 350 ml
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Ffg. 9a. Cantidad de agua transferida al feto 
humano en una hora.
Ffg. 9h. Cantidad de agua transferida al feto 
humano por gramo de placenta en una 
hora.
Segdn Heilman y Col.
y en la sémana treinta y ocho aproximadamente un litro. A 
partir de esta fecha, las cifras comienzan a decrecer:800 ml 
en la sémana cuarenta y menos todavfa en los embarazos prolon 
gados.
En ouanto al origen de este liquide, sdlo se sabe 
que procédé en parte del feto y, en parte, de la madre, y que 
existe una constante renovacidn que es particularmente impor­
tante para el agua. Se ha visto que existe una corriente de£ 
de la madre al liquide amnidtico y de aqul al feto: de 3 a 4 
litres por hora, Hutchison y col., 1959 (20) y Scoggin y col., 
1964 (21). Si no existiera una contracorriente de igual in- 
tensidad el liquide amnidtico irla aumentando, provocando un
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hidraranios y después, el estallido de las membranas amnidti- 
cas. Efectivamente esta eliminacidn de agua desde el feto al 
Ifquido amnidtico ha sido tambidn demostrada, aunque el meca 
nismo de formacidn y renovacidn del Ifquido amnidtico sigue 
siendo todavfa desconocido.
En lo que se refiere a electrolitos, se ve clara 
mente que la intensidad de los intercambios es inversemente 
proporcional al grosor de la membrana placentaria, grosor 
que varfa de unas especies animales a otras, y que aumenta 
regularmente durante el curso de la gestacidn. En la mayorfa 
de los tipos placentarios pasa por un mdximo poco tiempo an­
tes del tdrmino normal. (Ffg. 10)
100 _ V . it IrM itfcnM H it ttà»
S tfN  fim ic r
0,7 0,8 0,9 1
Eabarazo (n la W .' 4 h éndia Mal)
Ffg. 10 Transporte de sodio en los distintos ti^ 
pos de placenta.
Segdn Tuchmann-Duplessis
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Como puede verse en la grdfica de la figura 10, 
el descenso al final de la gestacidn puede ser atribuido, en 
la placenta hemocorial, al depdsito de una capa de fibrina 
sobre la superficie de cambio. La grdfica muestra los cam- 
bios que expérimenta el transporte de sodio a lo largo de la 
gestacidn en los distintos tipos de placentas.
18
1.3 ORGMO METABOLICMMTE ACTIVO
TABLA I Enzimas encontradas en la placenta
Ndmero Nombre
1.1.1.8 Glicerolfosfato dehidrogenasa
1.1.1.27 Lactato dehidrogenasa
1.1.1.37 Malato dehidrogenasa
1.1.1.42 Isocitrato dehidrogenasa
1.1.1.49 Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa
1.1.1.51 p -hidroxi-esteroide- 
dehidrogenasa (3p >17 p)
1.1.1.- OL -hidroxi-esteroide- 
dehidrogenasa (20oc)
1.1.1.- Propanodiol dehidrogenasa
1.1.1.- Sorbitol dehidrogenasa
1.3.99.1 Succinato dehidrogenasa
1.4.1.3 Glutamato dehidrogenasa
1.4.3.4 Monoamina oxidasa
1.4.3.6 Diamina oxidasa
1.6.1.1 NAD (P) transhidrogenasa
1.6.99.- NADH^ diaforasa
1.6.99.- NADPH^ diaforasa
1.9.3.1 Citocromo oxidasa
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1.11.1.6 Catalasa
1.99.1.9 Esteroide-17^-hidroxilasa
1.99.1.- Esteroide-16od -hidroxilasa ?
2,1.1.— Histamina metiltransferasa
2.3.1.6 Colina acetiltransferasa
2.6.1.1 Aspartato aminotransferasa 
(glutdmic0-0xalacéti00-transarainasa)
2.6.1.2 Alanina aminotransferasa 
(glutdmico-pinivico-transaminasa)
2.7.1.2 Glucoquinasa
2.7.1.11 F 0 sf ofructoquinasa
2.7.4.3 Adelinato quinasa
2.7.7.16 Rihonucleasa
2.8.2.1 Aril sulfotransferasa
2.8.3.3 Malonato CoA-transferasa
3.1.1.3 Lipasa
3.1.1.6 Acetilesterasa
3.1.1.8 Colinesterasa
3.1.3.1 Fosfatasa alcalina
3.1.3.2 Fosfatasa àcida
3.1.3.5 5'-Nucleotidasa
3.1.3.9 Glucosa-6-fosfatasa
3.1.4.1 Fosfodiesterasa
3.1.4.5 Dosoxiribonucleasa
3.1.6.2 Esterol sulfatasa
3.2.1.17 Muramidasa (lisozima)
3.2.1.23 f* -Galactosidasa
3.2.1.26 p -Fructofuranosidasa (Invertasa)
3.2.1.31 (3 -Glucuromidasa
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3 .2.1 .- Amilasa
3 .2.1 .— Inulasa
3 .2.1 .- (Maltasa)
3.4.3 .1 Glicilglicina dipeptidasa
3 .4 .3 .2 Glicilleucina dipeptidasa
3 ,4 .4 .- Catepsina (s)
3 .4 .4 .- Peptidasa (s) no especffica
3 .5 .1.1 Asparaginasa
3 .5 .1 .2 Glutaminasa
3 .5.3 .1 Arginasa
3 .5 .4 .4 Adenosin desaminasa
3 .6.1 .1 Pirofosfatasa inorgânica
3 .6.1.7 Acilfosfatasa
3 .6.1 .8 ATPasa (libera pirofosfato)
3.6.1. — ATPasa
4.1.2.7 Aldolasa
4.2.1.2 Pumarato hidratasa (Pumarasa)
4 .2.1 .3 Aconitato hidratasa (Aconitasa)
5 .3 .1 .9 Glucosa fosfato isomerasa
5 .3 .3 .1 Esteroide-& -isomerasa
Desde un punto de vista funcional la placenta 
es algo mâs que una simple membrana semipermeable. Hoy sa­
bemos que estâ formada por tejidos de gran actividad meta- 
b(5lica,y se han encontrado en ella patentes sistemas enzi- 
màticos.
El paso activa de sustancias nutritivas de la
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madre al feto requiere la interveneidn de enzimas que cata 
licen este sistema de transporte. Ademâs, es neceario tam- 
bién, un mecanismo metabdlico capaz de suministrar la ener 
gfa necesaria para que estos procesos se lleven a cabo. Es 
ta energfa viene proporcionada en forma de ATP y se origi- 
na en las células a travës de los procesos normales.
Por otra parte, la placenta es un drgano metab6 
licamente importante, hasta el punto de asumir funciones 
de drganos de gran actividad como pueden ser el hfgado o 
el rindn del adulto.
1 .3 .1  Capacidad enzimâtica de la placenta
La Tabla I muestra las enzimas que se han encon 
trado en la placenta. De ella podemos deducir la amplia ca 
pacidad metabdlica de este drgano.
En la placenta podemos distinguir très tipos de
enzimas;
1) Las enzimas necesarias para mantener sus células 
en estado vivo.
2) Las enzimas encargadas de catalizar las reacciones 
necesarias para el transporte de materiales de la madre al 
feto y viceversa.
3) Las, enzimas necesarias para cumplir funciones especf 
ficas en el metabolismo intermediario, 0 para actividades 
especializadas en la sfntesis de proteinas y hormonas este-
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roides.
La presencia de estas enzimas en algunos cases 
ha sido bien evidenciada porque han podido aislarse y puri- 
ficarse parcialmente. En otros casos, se deduce que existen 
porque se conoce la funcidn metabdlica quq^  cumplen.
1,3*1.1 Conversion de glucosa en fructosa
De la observaciOn de esta tabla de enzimas dedu- 
cimos que las caracterfsticas metabolicas de la placenta se 
parecen a las del hfgado, pulmOn y rinones o a las de algu­
nas glândulas endocrinas, Pero ademâs, encontramos alguna 
actividad que aparece especfficamente en este Organe como 
por ejemplo la transformaciOn de glucosa en fructosa.
1 .3 .1.1.1 A travOs de compuestos fosforilados.
La placenta humana convierte glucosa en fructosa 
a travOs de productos intermedios fosforilados y mediante
HO-CH2
OH
isome rasa.OHOH
OHOH ADPATP
Ffg. 11 Conversion de glucosa en glucosa-P 
la intervenciOn de enzimas como las hexoquinasas, isomera-
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sas y fosfatasas. (Ffg. 11 y 12)
OHOH
CH2OHCH2OH
©
Fig. 12 Conversi6n de glucosa-P en fructosa
La fructosa asf formada pasa al feto, donde es 
el azdcar mâs importante. El contenido de fructosa es mâs 
alto en el feto que en la madre.
Que la placenta puede producir fructosa fue. de­
mostrado "in vivo" por Huggett, 1954 (22) después que otros 
autores lo habfan demostrado ya en estudios hechos "in vi­
tro".
1 .3 .1.1.2 A través de sorbitol
Hers, 1957 (23) sugirid por primera vez que la 
glucosa podrfa ser convertida en fructosa a través de sorbi 
toi, sin la intervencidn de intermediaries fosforilados.
Roux, Hagerman y Villee, 1959, (24) demostraron 
la transformacidn de sorbitol en fructosa en homogeneizados 
de placentas recogidas al final del embarazo. Y la conver­
sion de glucosa-6-fosfato en fructosa libre en homogeneiza-
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dos seme jantes.
No obtuvieron sin embargo una clara evidencia 
del paso de glucosa sorbitol. Parecfa que la glucosa pasa- 
ba a fructosa a travds de compuestos intermedios fosforila 
dos, como hemos visto anteriormente, mâs que por reduccidn 
a sorbitol y subsiguiente oxidacidn de sorbitol a fructo­
sa.
Roux y col. 1959 (24) encontraron en la placen­
ta la enzima sorbitol-dehidrogenasa y demostraron la con­
version de sorbitol en fructosa. Sus resultados fueron con 
firmados por Ritter y Leuthardt, 1963 (25) en experiencias 
con extractos de tejido placentario. la via encontrada es 
la que se muestra en la figura 1 3.
Quand0 se ponfa NAIH, los extractos pasaban glu 
cosa a sorbitol. En presencia de NADPH el sorbitol se oxi- 
da y pasa a fructosa.
En la placenta de oveja, que produce gran canti^  
dad de fructosa a partir de glucosa, Britton y col., 1967, 
(26) han demostrado que el sorbitol es un intermediario en 
la sfntesis de la fructosa.
Estos autores hablan de la intervencidn de dos 
tipos de enzimas: aldoreductasas y sorbitol-dehidrogenasas,
25
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Ffg. 1 3. Conversion de glucosa en fructosa 
a travOs del sorbitol.
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1.3.1.2 La placenta reguladora del metabolismo fetal
La placenta humana, como la de la mayorfa de los 
mamfferos, contiens gran cantidad de glicOgeno y un sistema 
enzimOtico capaz de transformarlo en glucosa durante los 
primeros meses del embarazo.
Pero la réserva de glicOgeno y la actividad enz^ 
màtica disminuyen a medida que avanza el embarazo de tal 
forma, que ordinariamente no se encuentra esta enzima en 
las placentas que se recogen al final del embarazo.
Ya Claude Barnard, 18?1, habfa atribufdo alapla 
centa el papel de "hfgado transitorio", considerando la pr_e 
sencia de glucosa como un importante depOsito gluco-regula- 
dor.
Estp es atribuible a que en el segundo trimes -f 
tre el feto es todavfa incapaz de regular su propio metabo­
lismo, mientras que en el tercer trimestre va adquiriendo u 
na autonomfa metabOlica.
Por lo tanto, el que la placenta inmadura se corn 
porte como un drgano de activo metabolismo, tiene por mi- 
sidn el regular el.metabolismo fetal, al mismo tiempo que 
provee a la nutricidn del feto.
Si el feto nace después del séptimo mes de la v£ 
da intrauterina, aunque débil y prematuro, es ya capaz de 
nutrirse y vivir en el cosmos. No asf, si nace antes de es­
ta fecha. Esto quiere decir que la 28^-30§ sémana del emba­
razo marca una fecha crftica en el fisiologfa fetal, carac-
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terizada por la adquisicidn de la autonomfa metabdlica.
Este séptimo mes, marca también un moment o cru­
cial en la evolucidn de la fisiologfa placentaria, que de 
un drgano tutor de la nutricién fetal se va a convertir a- 
hora, en un drgano filtrante y pasivo.
1 .3 .1 .3 Otras actividades enzimdticas
Del estudio de la Tabla I se deduce también que 
en la placenta estân representadas todas las enzimas que 
toman parte en las vfas metabélicas comunes a otros tejidos 
y drganos. Pero hay que sehalar una notable excepcién y es 
la ausencia de las enzimas requeridas para la ureogénesis, 
mientras que estdn présentes, como hemos dicho, las necesa­
rias para la glicolisis, las de la vfa metabdlica de las 
pentosas-fosfato, las del ciclo de Krebs, etc.
Las células de la placenta pueden sintetizar,por 
tanto, àcidos grasos a partir de acetato 0 piruvato, y pue­
den sintetizar proteinas y âcidos nucleicos a partir de pr£ 
cursores sencillos.
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1.4 GLMDULA ENDOCRINA
La placenta, ademds de ser un drgano de trans—  
porte entre la madre y el feto y un drgano raetabdlicamente 
activo, es también una importante gldndula de secrecidn in 
tema.
Durante el embarazo se da en la mujer una mayor 
produccidn de hormonas proteicas y esteroides, producidas, 
en gran parte, por la placenta.
Las hormonas de naturaleza proteica se encuen — 
tran exclusivamente en el tejido corial. Se conocen dos: 
la gonadotropina coridnica (H3G, human chorionic gonadotro 
phin) y el lactdgeno placentario (HPL, human placental la£ 
togen).
Las hormonas de naturaleza esteroide, estrdge — 
genos y progesterona, son las mismas sustancias que las 
producidas por otros tejidos endocrinos, pero con caracte­
rfsticas distintas por lo que se refiere a sus vias biosin 
téticas. Son producidas por la placenta y estdn en rela- 
cidn directa con su funcidn. Se forman en parte en el tej£ 
do corial y, en parte, en el feto (principalmente en la 
corteza suprarenal). Para comprender la biogénesis de es­
tas hormonas esteroides, es necesario introducir el conce£
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Pig. 14 Vias metabdlicas para la biosintesis de los 
estrdgenos.
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to de unidad feto-placentaria.
Hasta hace relativamente poco, la placenta se 
consideraba como un drgano esteroidegdnico completo, capaz 
de sintetizar, como el ovario, el testicule y las gl&idulas 
suprarrenales, los estrdgenos y la progesterona a partir de 
acetato. (Pig. 14)
Hoy sabemos que es necesario modificar este con- 
cepto, puesto que la placenta no es un drgano endocrine com 
pleto, Diczfalusy, 1962 (27), por lo menos en lo que se re­
fiere a la produccidn de esteroides.
Igualmente se sabe que el feto carece de algunas 
actividades enzimdticas, fundamentales para la sfntesis de 
las hormonas esteroides; de aqui que se hipotizara primero 
y se demostrara despuds, Diczfalusy, 1964 (28 y 29), una in 
tegridad funcional entre el feto y la placenta. De este mo­
do la accidn de los sistemas enzimdticos placentarios y fe- 
tales, se complementan mutuaraente para constituir un siste­
ma esteroidegdnico que se llamd desde entonces "unidad fe­
to-placentaria" .
La Tabla que se pone a continuacidn, tomada de 
Villee, 1969 (30), muestra cdmo se complementan las enzimas 
placentarias y fétalés. (Tabla II)
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TABLA II Actividad enzimdtica en la unidad feto-placenta
Enzimas Placenta Feto
3^ -hidroxiesteroide- 
dehidrogenasa
+ + + +
017-20 desmolasa 0 + + +
17-hidroxilasa 0 + + +
16 -hidroxilasa 0-*-+ ? + + +
21-hidroxilasa 0 + —►+ +
11 & -hidroxilasa 0 + —►+ + +
Sistema aromatizante + + + 0
Sulfatasas + + + 0
Sulfoquinasas 0 + + +
* La actividad de las enzimas se expresa en una escala 
que va de 0 (no detectados por la mayorfa de los in- 
vestigadores) a + + + (enzimas muy activas tanto en 
estudios hechos "in vivo" como en los estudios "in vi 
tro").
1.4.1 Hormonas proteicas
Como ya hemos dicho, son dos las hormonas pro­
teicas detectadas en la placenta humana: la gonadotropina 
coridnica y el lactdgeno placentario.
La gonadotropina coridnica aparece precocfsima- 
mente en el desarrollo embrionario. A los 9 dias después 
de la ovulacidn ya es posible detectarla en la orina mater 
na. Es una hormona sintetizada por el trofoblasto y actda
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manteniendo el cuerpo Idteo durante el embarazo.
El lactdgeno placentario (HPL) fue detectado en 
el trofoblasto de la placenta humana tres sémanas despuds 
de la ovulacidn.
1 .4 .1.1 Gonadotropina coridnica
Hoy se admite que, aunque muy parecida a la go­
nadotropina luteinizante hipofisaria (LH), la gonadotropina 
coridnica no es del todo igual a ella. En la actualidad 
no existen preparados qufmicamente puros de la gonadotropi­
na coridnica, pero los estudios qufmicos de fracciones alta 
mente purificadas, admiten que se trata de una glucoprotei- 
na que contiene hexosamina acetilada unida a dos moldculas 
de galactosa.
Tampoco su accidn es exactamente superponible. A£ 
tuando sobre un ovario sin folfculos maduros, no produce lu 
teinizacidn sino proliferacidn del intersticio. Si se admi­
nistra a ovaries con folfculos maduros, 0 en vfas de madura 
cidn, tiende a producir folfculos hemorrdgicos, teniendo u- 
na accidn mds levemente luteinizante que los extractos hip£ 
fisarios. Sin embargo, la inyeccidn de gonadotropina corid­
nica mantiene el cuerpo amarillo durante espacios de tiempo 
mayores que la gonadotropina hipofisaria, de donde se ha 
dicho que si bien su accidn es menos luteinizante, en cam­
bio es mds luteotrdfica.
La mayor eliminacidn de gonadotropina coridnica
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corresponde a los primeros meses de la gestacidn, teniendo 
un pico aproximadamente entre los 30 y los 60 dfas. Mds a- 
delante la gonadotropina eliminada por la orina, desciende. 
(Fig. 15)
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Fig. 15 Produccidn de gonadotropina coridnica 
Segdn Diczfalusy.
Esto hace pensar que la gonadotropina coridnica 
tiene como finalidad el hacer persistir el cuerpo Idteo 
gravfdico. Durante la gestacidn, el cuerpo amarillo de la 
dltima menstruacidn se mantiene y dura en la especie huma­
na hasta el final del tercer mes. la hormona segregada por 
dl, la progesterona, es necesaria para el mantenimiento del 
embarazo, por ser dsta una hormona de propiedades progesta 
cionales, favorecedora de la nutricidn fetal hasta que la 
placenta forme su progesterona propia al final del tercer 
mes.
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La formacidn de esta hormona en el cuerpo amari^  
llo viene mantenida asf hasta ese momento por la accidn de
là gonadotropina coridnica. A partir del tercer mes la ac­
cidn mantenedora del cuerpo amarillo ya no es necesaria y 
la cantidad de gonadotropina corial efectivamente disminu- 
ye.
1 .4 .1.2 Lactdgeno placentario
Esta hormona descrita por Ito y Higashi, 1961,
(31) fue aislada mâs tarde por Josimovich y Mac Laren,1962
(32). Su actividad prolactfnica, su semejanza con la hor­
mona humana del crecimiento y sus propiedades diabetogdni- 
cas, sugieren que la HPL es una hormona metabdlicamente im 
portante para la gestacidn.
Se forma en la placenta, pero se encuentra muy 
poca en la sangre fetal. De aquf se ha deducido que no a-
traviesa la membrana placentaria y que su papel en el emba 
razo lo ejerce dnicamente a travds de la madre. Un gran nd 
mero de interesantes cambios metabdlicos que tienen lugar 
durante el embarazo se consideran relacionados con la acti 
vidad de la HPL en el organisme materno. Muchos de estos 
cambios toman parte en el origen de la diabetes materna y 
pueden producirse inyectando HPL en mujeres no gestantes.
Grunbach y sus colaboradores que en 1968 (33) 
estudiaron estos cambios metabdlicos, postulan que la HPL 
es "hormona de crecimiento" durante la primera mitad del
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embarazo, que es segregada por la placenta proporcional- 
mente a su masa y que la secrecidn es unidireccional hacia 
la circulacidn materna.
La HPL induce la lipolisis y el incremento de 
les âcidos gras08 libres en el plasma, que proveen energfa 
para el métabolisme materno. La HPL inhibe el aumento de 
glucosa y la gluconeogénesis en la madré, separando la glu 
cosa de la proteina.
La accidn insulinogénica de la HPL conduce a ni^  
veles altos de insulina. Este aumento de insulina favorece 
la sfntesis de las proteinas y asegura una fuente mdvil de 
aminoâcidos que seràn transportados al feto.
La HPL se puede detectar en el plasma de mujer 
embarazada a partir de la sexta s émana de gestacidn y aug­
menta continuamente durante el primero y segundo trimes­
tre. En la sangre, el nivèl de HPL muestra pequehas varia- 
ciones.
La HPL desaparece de la sangre inmediatamente 
después del parto, con un tiempo medio en el suero de alr_e 
dedor de 30 minutes.
En la figura que se pone a continuacidn (Fig.l6) 
se puede ver la representation del lactOgeno placentario 
en el plasma a lo largo del embarazo. La determinaciOn se 
hizo con medios radioinmunolOgicos.
En esta figura observâmes una gran subida en la 
producciOn de la HPL en el memento del parto (valor màximo)
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para desaparecer luego casi inmediatamente.
30-
020-
o-
4 12 28 3620
Semanas de embarazb parto
Pfg. 16 Lactdgeno placentario (HPL) en el 
plasma a lo largo del embarazo. De 
terminaci(5n radioinmunoldgica.
Segiîn Beck y col.
Segiîn Selenkow y col.
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1.4.2 Hormonas esteroides. Unidad feto-placentaria.
Desde hace tiempo se sabe que el pregnandiol 
-catabolito de la progesterona- y los estrdgenos, son los 
esteroides cuantitativamente m^s importantes y que aumen- 
tan progresivamente en la orina de la mujer embarazada al 
canzando al final del embarazo valores que superan enorm^ 
mente a los encontrados durante el ciclo menstrual. Para 
el pregnandiol son aproximadamente diez veces mayores; pa 
ra la estrona, cien; y para el estriol alrededor de mil . 
veces mds altos.
Las hormonas esteroides alcanzan los valores 
mâximos en el momento del parto.
Se han exclufdo la hipdfisis, las glândulas su 
prarrenales y el ovario maternos, como responsables de es 
ta gran produccidn de hormonas durante el embarazo. Por 
lo menos; a partir del segundo mes de gestacidn. Antes de 
este tiempo, sabemos que el cuerpo Idteo contribuye mucho 
a la produccidn de este grupo de esteroides.
Desde que Halban, 1905 (34) formuld el concep- 
to de que la placenta tiene funciones de drgano endocrine, 
se han acumulado innumerables pruebas, basadas en observa 
clones qufmicas y clfnicas, de que este drgano es la fuen 
te principal de los estrdgenos durante la gestacidn.
Diczfalusy, 1953 (35) publicd un estudio deta- 
llado de la cantidad y concentracidn de los estrdgenos en 
la placenta humana. Meyer, 1955 (36) demostrd que el te^ i
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do placentario era capaz de transformar androstendiona 
(androst-4-eno-3,17-diona) en estrona (3-hidroxiestra-l,3, 
5 (l0)-trien-17“Ona) y Baggett, 1959 (37) demostrd la con- 
versidn-de testosterona (17(3-hidroxiandrost-4-en-3-ona) 
en estrdgenos por el mismo tejido. Por analogfa con otros 
drganos endocrines que se hàbfan estudiado hasta enfonces, 
se postuld que la placenta producfa estrona, estradiol 
(estro-1,3,5(lO)-trien-3,1 7p>-diol) y estriol (estra-1,3,5 
(10)-trieno-3,16^-17#-triol) a partir de acetato, forman 
do colesterol (colest-5-en-3p -ol), pregnenolona (3^-M 
droxipregn-5-en-20-ona), progesterona (pregn-4-eno-3,20- 
diona), 17^-hidroxiprogesterona y androstendiona como pr£ 
ductos intermedios.
Sin embargo, cuando se intentd experimentar es­
ta vfa metabdlica, los resultados indicaron claramente que 
la produccidn de estrdgenos durante la gestacidn, era un 
proceso mucho mâs complejo.
1.4.2.1 Biosfntesis de la progesterona
Se sabe hoy con certeza que la placenta sécréta 
progesterona. La excrecidn del pregnandiol (5p -pregnano- 
3(V,20^-diol) a travds de la orina de la mujer embarazada 
es el medio que tenemos para detectar esta produccidn de 
progesterona.
Se ha inyectado colesterol marcado con carbono 
radioactivo (C^^), a animales de experimentacidn y se ha
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podido demostrar la formacidn de progesterona radioactiva 
en la placenta. Por lo tanto, este drgano, es comparable 
al cuerpo amarillo y a las gldndulas suprarrenales en la 
capacidad progestopoydtica.
Durante el embarazo puede de jar de funcionar el 
ovario y el cuerpo amarillo, sin que por eso, desaparezca 
la formacidn de progesterona; y tambidn el pregnandiol uri^  
nario continda excretdndose.
La progesterona parece que tiene la misidn de 
protéger el embarazo. Eti la especie humana pueden de jar de 
actuar los ovarios sin que se produzca el aborto, gracias 
a que la placenta produce progesterona supletoria.
La formacidn de progesterona en la placenta a- 
parece en cantidades progresivas y es segregada en mdxima 
cantidad al final de la gestacidn.
Al principle del embarazo, la cantidad de pro­
gesterona circulante y el pregnandiol excretado en orina, 
proceden del cuerpo amarillo. Sdlo a partir del tercer 
mes, la progestopoydsis placentaria cumpleuna misidn def^ 
nida.
Ni la supresidn de la actividad de los ovarios 
matemos (38 y 39) ni de la influencia del feto (40), su- 
primen la excrecidn de pregnandiol en la orina materna. 
Pacientes con enfermedad de Addison, mantienen tambidn un 
nivel normal en la excrecidn de pregnandiol. De aquf se 
dedujo claramente que la placenta es, sin lugar a dudas, 
la fuente principal, si no la dnica, de las énormes cant^
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dades de progesterona que se formam durante la gestacidn.
Las preparaciones de te-jido placentario son ca- 
paces de convertir acetato en coleisterol, pero en pequenf- 
simas cantidades (0'002^J, Van Leuisden y Villee, 1965 (41) 
Zelewski y Villee, 1966 (42).
Tambidn se encuentra un^ a pequenfsima conversion 
de acetato en colesterol haciendo jperfusiones de placentas 
humanas "in vitro", Levitz y col., 1962 (43) •
Se ve que la capacidad (de la placenta para 
transformar acetato en colesterol æs muy limitada. Y por 
supuesto, insuficiente para explicar la alta concentracidn 
de pregnandiol y estrdgenos en la corina materna,
Por otra parte, résulta claro, tanto de perfu- 
siones hechas "in vitro", como de jperfusiones "in situ", 
que la placenta es capaz de converifcir colesterol en pregne 
nolona (Fig. 17) en grandes cantidades, Solomon y col., 1954
c=o
COLESTEROL
HO
Fig. 17 Conversidn de colesterfol en pregnenolona
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(44), Solom(5n, I960 (45), Morrison y col., 1965 (46), Jaf 
fe, Erikson y Diczfalusy, 1965 a (47), Jaffe y Peterson, 
1966 (48).
Y también que es capaz de convertir colesterol 
en progesterona, e igualmente en grandes cantidades(Pig.18)
^ 3
C=0
COLESTEROL
Fig. 18 Conversidn de colesterol en progesterona
Solomdn, I960 (45), Morrison y col., 1965 (46), Ryan y col. 
1966 (49), Maeyama y col, 1968 (50). Esto hizo pensar que 
el principal precursor de la gran cantidad de progesterona 
formada por la placenta, tiene que ser el colesterol de la 
circulacidn materna.
Recientes estudios apoyan esta teorfa y demues- 
tran que la progesterona que se encuentra en el tejido pla 
centario y en la circulacidn materna, muestran la misma ac_ 
tividad especffica, tanto en el colesterol marcado, presen 
te en la circulacidn materna, como en el pregnandiol urina 
rio del feto, Hellig y col., 1968 (51).
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Pinalmente, preparaciones de tejido placentario 
al final del embarazo, han demostrado posible la hidroli- 
sis del colesterol-3-sulfato, French y Warren, 1966, (52). 
Fero la contribucidn del colesterol-sulfato circulatorio a 
la esteroideogdnesis de la placenta es aiin desconocida.
La pregnenolona es fàcilmente convertida en pr£ 
gesterona por la placenta, pero los pasos siguientes del 
metabolismo son muy limitados (53).
El mayor catabolito de la progesterona es el 
20ot-dehidroprogesterona, encontrado en la placenta en la 
mitad del embarazo (54), y al final (55). Se forman tambidn 
pequehas cantidades de 606 y 6 p»-OH-progesterona (55-56).
Sin embargo no se produce la 17-hidroxilacidn (53-54), y 
por lo tanto, no se pueden formar ni andrdgenos ni estrdg£ 
no en la placenta, a partir de pregnenolona y progesterona. 
(Pig. 1 9)
La placenta tiene en pequenfsima cantidad, 0 no 
tiene por tanto, 17-hidroxilasas, 21-hidroxilasas, 11-hi- 
droxilasas 0 17-20 desmolasas. Algunos autores han encontra 
do pequehas cantidades de 16-hidroxilasas en placentas a 
la mitad del embarazo (57-58).
La placenta no puede sintetizar glucocorticoi- 
des, mineracorticoides, andrdgenos 0 estrdgenos, a partir 
de la progesterona que produce en grandes cantidades. Pero 
puede sin embargo, sintetizar estrdgenos y andrdgenos a 
partir de precursores de 19 âtomos de carbono que le ven- 
drân suministrados por el feto.
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ACETATO ^  COLESTEROL
^ " 3
c=o
Pregnenolona sulfate
1. sulfatasas 
2* 5P*^i^oxl-e8teroide- 
debidrogenasa-lsome 
rasa C=0
^"3
c=o
6p-htdroxi-progesterona
CH^ 
I 3c=oProgesterona
^ " 3
H-C-OH
6oC-hidroxl«*pr oges ter ona
éCoC-dihidro-proges terona
Fig. 19 Metabolismo de la progesterona en la placenta
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Tanto la pregnenolona como la progesterona 
producidos por la placenta, pueden pasar al feto. Pero 
el feto (y especialmente la corteza suprarrenal del feto) 
no contiene 3p -hidroxi-esteroides-dehidrogenasas. De a- 
quf que la pregnenolona formada por el feto o recibida en 
la placenta no se convierte fdcilmente en progesterona en 
el feto.
Sin embargo la corteza suprarrenal del feto, 
droxila la pregnenolona (en el hfgado) en su I6066 17 po- 
sicidn. y la 17-bidroxipregnonolona es el ünico camino 
que, por la accidn de las desmolasas, conduce de un modo 
cuantitativamente importante, a la formacidn de dehi- 
droepiandrosterona (3(3 -hidroxiandrost-5-en-17-ona).
Este compuesto serd sometido en el hfgado del 
feto a la 16 <X-hidroxilacidn para formar el 16 oc-hidroxi- 
epiandrosterona que con la dehidroepiandrosterona y los 
sulfatos correspondientes, serdn los productos mds signi- 
ficativos del metabolismo de la pregnenolona en el feto.
La figura 20 muestra el cuadro general del me­
tabolismo de la pregnenolona en el feto.
La progesterona que llega al feto procedente de 
la placenta dard lugar a los corticosteroides.
ACETATO
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COLESTEROL
C = 0
HO
pregnenolona
sulfate17-OH-pregnenolona
80
o:so
16*C-0E-DEA»8
Fig. 20 Metabolismo de la pregnenolona en el feto
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1.4.2.2 Biosfntesis de andrdgenos y corticosteroides.
Derivan del metabolismo de la progesterona. Una 
parte de la progesterona placentaria pasa a las glàndulas 
suprarrenales del feto, y allf se transforma de modo seme- 
jante a como lo hace en la placenta.
La eliminacidn de corticoïdes por la orina y su 
tasa en plasma, tiene valores que van aumentando hasta el 
final de la gestacidn como ocurre con el resto de las hor­
monas esteroides.
Como sabemos, en la placenta hay una continua 
conversidn de pregnenolona en progesterona (Fig. 21), que
CH
0=0 0=0
o;so HO
Fig. 21 Conversidn de pregnenolona sulfato en 
progesterona
pasa luego hacia la madré y hacia el feto. Para estudiar 
el significado de la secrecidn de progesterona hacia el fe_ 
to, se han hecho autoradiograffas de fetos perfundidos con 
progesterona marcada. En las suprarrenales fétalés se en- 
contrd un acdmulo de radioactividad mucho mâs grande que
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en todos los demds drganos. Para discernir si se trataba 
de un aciîmulo de progesterona o de metabolites de proges­
terona se pensd en estudiar la naturaleza del material ra 
dioactivo de las suprarrenales del feto (59, 60 y 61). De 
estas suprarrenales se aislaron: cortisol (1 1^, 1706,21- 
trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona), corticosterona-sulfato, 
desoxicorticosterona-sulfato, 17U -hidroxiprogesterona, 
16^-hidroxiprogesterona.
No se encontrd androstendiona, que es un meta­
bolite caracterfstico de la progesterona, despuds de la 
ihcubacidn de las suprarrenales fetales (62).
Visto que tanto el cortisol como la corticoste- 
rona (11 p,21-dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona) se han pod^ 
do aislar tambidn del perfusado, se puede coneluir que el 
feto humane, en el segundo trimestre del embarazo, puede 
sintetizar y secretar los corticosteroides mds importantes 
utilizando la progesterona placentaria como precursor.
(Pig. 22 a, b, c)
Progesterona ^  ^ 17-OH- _ Androstendiona/ T , \ Progesterona .H» ,(placenta) progesterona
a
16d -OH  ^  ^ lip-OH-
progesterona Aldosterona Cortisol androstendiona
Estas conclusiones han sido confirmadas por ex­
periment os en que fetos desprovistos de suprarrenales se 
han perfundido con progesterona y no se han encontrado cor
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ticosteroides marcados ni en el feto ni en el perfundido 
(61), mientras que se han podido aislar en igual cantidad 
todos los: productos de reduccidn encontrados en los fetos 
perfundidos sin quitarles las suprarrenales. Ademâs es po­
sible que una parte del cortisol presente en el organisme 
fetal sea de origen materno (62).
La -progesterona se somete a varias reacciones 
de hidroxilacidn en las suprarrenales del feto y allf se 
forman los corticosteroides mâs importantes, los cuales 
son secretados de las suprarrenales fetales hacia la pla­
centa.
La progesterona sufre en los diversos tejidos 
fetales ademàs, un metabolismo reductive (61, 63 y 64)
Una parte de estos compuestos reducidos, espe­
cialmente el 20o(-dehidroprogesterona, se convienten de 
nueVO en progesterona, al volver a la placenta. (64 y 65)
1.4.2.3 Biosfntesis de los- estrdgenos
Durante el embarazo, los estrdgenos (y princi- 
paimente el estriol), aumentan progresivamente en la ori­
na materna, llegando a alcanzar valores alrededor de mil 
veces mayores que los que se encuenran en la orina duran­
te el ciclo menstrual.
En estos dltimos ahos se ha podido constater 
que la excrecidn de estriol en la orina materna, refieja
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el estado funcional de la placenta y el grade de desarro- 
llo del feto.
Situaciones de insuficiencia placentaria o de 
sufrimiénto fetal, coinciden frecuentamente con valores 
de estriol mâs bajos que los valores medios normales, y 
la muerte intra-uterina del feto, lleva siempre a valores 
que disminuyen progresivamente, hasta alcanzar cifras igua 
les 0 inferiores a las del estado de no gestacidn, Brandsen 
y Stakemann, 1962 (66).
Para la biosfntesis. de los estrdgenos durante 
la gestacidn se requiere la colaboracidn de très compart^ 
mentos anatdmicos distintos: el organisme matemo, la pla 
centa y el feto, como veremos a continuacidn.
Incubaciones de tejido ovârico con precursores 
marcados, demuestran que la estrona y el estradiol pueden 
ser sintetizados a partir de acetato (67), de colesterol 
(68) de la pregnenolona (69) y la progesterona.(Pig. 14)
Sin embargo perfusiones de la placenta con ac£ 
tato y colesterol (43), pregnenolona, 17-hidroxipregneno- 
lona, progesterona, 17°^-hidroxi-progesterona (65, 70 y 
71), no han dado lugar a la formacidn de estrdgenos. La 
suministracidn de progesterona marcada a la madré, no ha 
supuesto una conversidn satisfactoria en estrdgenos marca 
dos (72, 73).
Estos datos sugieren, en contra de anteriores 
opiniones (74, 75), que la placenta no es capaz de produ- 
cir estrdgenos a tra^ /ds del mismo mécanisme biosintâtico
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del ovario (fig. 14), es decir, a partir de acetato, co­
lesterol 0 precursores de 21 âtomos de carbono.
Por otra parte, incubaciones de tejido placen­
tario con esteroides de 19 âtomos de carbono (andrdgenos) 
como por ejemplo, 19-hidroxiandrostendiona (l9-hidroxian- 
drost-4-eno-3 ,17-diona), androstendiona, testosterona, 
dehidro-epiandrosterona, dehidroepiandrosterona-sulfato, 
androsten-triol (3 6, 37, 76, 77, 78, 79, 80, 81 y 82), 
dan lugar a los estrdgenos correspondientes con rendimien 
tos muy altos. De ellos, la androstendiona y la testoste­
rona que poseen propiedades androgénicas muy acusadas, pa 
recen los menos probables, ya que la cantidad que de e- 
llos se necesita para la produccidn de estriol, indudabl^ e 
mente conducirfa a la masculinizacidn de los fetos de se- 
xo femenino. La dehidroepiandrosterona en cambio, y mejor 
adn su sulfato, que carecen de efectos androgdnicos, po­
seen todos los requisitos para servir de precursores de 
los estrdgenos en el conjunto feto-placenta.
La suministracidn endovenosa de dehidroepian­
drosterona-sulfato marcado a una mujer embarazada ha dado 
lugar a una conversidn masiva en estrdgenos urinarios mar 
cados (73, 83, 84 y 85), mientras que la suministracidn 
de dehidroepiandrosterona-sulfato marcado a mujeres no em 
barazadas no ha dado lugar a la formacidn de estrdgenos u 
rinarios marcados (86).
Estos expérimentes indican que la placenta es 
la responsable de la conversidn de andrdgenos en estrdge-
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nos (Pig. 23). Indican tambiën que la vfa principal para
Fig. 23 Formacidn de estrdgenos 
en la placenta
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la sfntesis de los estrdgenos durante la gestacidn, con­
siste en la aromatizacidn placentaria de los andrdgenos 
matemos y fetales.
Haciendo perfusiones de placenta "in situ",con 
diversos andrdgenos, como dehidro-epiandrosterona sulfato, 
dehidroepiandrosterona, androstendiona, testosterona, se 
han aislado cantidades considerables de estrona y estradiol 
en la placenta, pero no se ha encontrado en ningdn caso e_s 
triol, a partir de estos precursores andrdgenos.
Sin embargo se ha podido encontrar estriol, a 
partir de perfusiones de tejido placentario hechas con an­
drdgenos hidroxilados en posicidn 16, como por ejemplo:
16 c^-OH-dehidro-epiandrosterona, 16 oL-OH-androstendiona 
(l6c>C-hidroxiandrost-4-eno-3,17-diona), 16^-0H-testoster£ 
na (1600^ 17^  -dihidroxiandrost-4-Bn-3-ona). (87) (Fig. 24).
Se hicieron otros expérimentes introduciendo d_e 
hi droepiandrosterona marcada con en la circulacidn fe_
to-placentaria y dehidroepiandrosterona - sulfato marcado 
con en la circulacidn materna. Se observd que al deter- 
minar los estrdgenos en la orina, habfa una rèlacidn es- 
triol/estrona + estradiol mucho mds alta para el que
para el (84).
Estos datos sugirieron que en la relacidn con 
la estrona y estradiol, se forma mds estriol en el sistema 
feto-placentario que en el sistema materno-placentario. De 
aquf se deduce que la 16-hidroxilacidn, reaccidn clave pa­
ra la formacidn del estriol, es una funcidn fetal y no pla
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Fig. 24 Formacidn de estriol 
en la placenta
OH
1
16oC-0H-dehidroepiandrcsterona 
sulfato
0
II
-OH
16 oC ^OH-dehi droepiandrost eronaHO
2
0
II OH
--0H -OH
16^6-hidroxi-
androst endi ona
1. Sulfatasas
2. Sist* 3 ^dehidrogenasa- 
isomerasa
3* Sistema aromatizante
testosterona
ESTRIOL
55
centaria.
Esta misma constatacidn fue confirmada haciendo 
perfusiones fetales de dehidroepiandrosterona-sulfato y d£ 
hidroepiandrosterona (88) donde se puede aislar gran canti^  
dad de androstendiol (androst-5-eno-3p-17|^ -diol) del hf­
gado fetal.
En experimentos en que se introdujo estrona y 
estradiol en la circulacidn feto-placentaria- se ha obser- 
vado una masiva conversidn en estriol y se ha podido demo£ 
trar que la conversidn tiene lugar solamente en el tejido 
fetal (89).
Todos estos resultados han hecho pensar que la 
sfntesis de la mayor parte de los estrdgenos durante la 
gestacidn tiene lugar en la unidad feto-placentaria, y que 
las funciones enzimdticas estdn distribufdas entre la pla­
centa y el feto de modo que mientras 16o6 -hidroxilacidn 
tiene lugar en el organisme fetal, principalmente en el hf 
gado, la aromatizacidn es fundamentaimente una funcidn pla 
centaria. (Esquema B)
En tdrminos enzimàticos podemos decir, que el 
organismo fetal tiene una carencia sulfatâsica y 3p-ol-dehi 
drogendsica, mientras que estas actividades enzimâticas se 
encuentran abundantemente representadas en la placenta.
Por otra parte, el higado fetal, puede efectuar la 16oC-h^ 
droxilacidn de los esteroides neutros o fendlicos, capaci­
dad que no encontramos en la placenta. Estudios recientes 
demuestran que la 16 AC-hidroxilacidn tiene lugar preferen-
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temente en esteroides neutros o fendlicos que estdn en for­
ma de 3-sulfatos (88, 89 y 90)
Por lo tanto, podemos concluir que durante una 
gestacidn normal, la corteza suprarrenal del feto produce 
grandes cantidades de 16o^-GH-dehidroepiandrosterona-sulfa- 
to, que es convertido directamente en estriol por la placen 
ta, segdn el siguiente esquema. (Esquema y C^ )
ESQUMA PRODUCCION DE ESTROGENOS DURANTE ED CICDO 
MENSTRUA!
Orina Mujer
E-j + E^ + E^  ^
E.
= 1
Colesterol
Î
E.
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ESQUEMA C ORIGEN DE DOS ESTROGEROS EN LA MUJER GESTMTE
Orina materna Madré Placenta Feto
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Estradiol
Estriol 4-
E3 (F) + E3
+^2
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Este estriol, seré. de origen exclusivamente fe­
tal E^  (F) . Al mismo tiempo el precursor matemo -dehidr£ 
epiandrosterona-sulfato- y el prcursor fetal -tambidn DHA.S- 
alcanza . la placenta y son transformados en estrona y es­
tradiol. Estos estrdgenos pasan de la placenta a la circula 
cidn materna, donde son sometidos al catabolismo normal de 
los estrdgenos en la mujer, es decir, son parcialmente tra_s 
formados en estriol. (Fig. 13)
De aquf, que debemos distinguir dos procedencias 
distintas del estriol secretado durante la gestacidn: la ma 
yor parte tiene su origen en el feto y se forma en la pla­
centa sin pasar por estrona y estradiol como productos in­
termedios.
Esto estd de acuerdo con Fishman, 1962 (91) y 
Gdrpide y col., 1962 (92) que en un estudio sobre el catabo 
lismo de los estrdgenos en mujeres normales y gestantes, ha 
bfan llegado a la conclusidn de que todo el estriol que se 
excreta durante el ciclo menstrual procéda del metabolismo 
perifdrico (en el hfgado) de la estrona y estradiol, pero 
que durante la gestacidn, sdlo una pequeha parte de estriol 
(aproximadamente una décima parte) dériva de este proceso, 
mientras que el resto tiene otro origen.
Otra parte, una pequeha cantidad de estriol, se 
produce en la madré, a través del catabolismo de la estrona 
y estradiol sintetizados tambidn en la placenta, pero a par 
tir de precursores distintos.
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En las gestaciones normales, el estriol es el estrdgeno 
principal y el cociente estriol/estrona + estradiol, como 
ya hemos visto, tiene valores aproximadamente alrededor de 
10. Por el contrario, en gestaciones con molas hidatiformes 
0 gestaciones con fetos anancef^licos, en las que no hay u- 
na contribucidn de precursores fetales para la formacidn de 
estrdgenos, se da una excrecidn de estos compuestos mucho 
mâs baja, especialmente del estriol, que en este caso déri­
va exclusivamente del catabolismo en la madré, de la estro- 
na y estradiol. Este origen del estriol explica que el co­
ciente estriol/estrona + estradiol sea, en estos casos, i- 
gual a 1. (Tabla III)
TABLA III ESTROGENOS EN LA GESTACION NORMAL Y EN GESTA­
CIONES CON MOLAS HIDATIFORMES
Produccidn 
(mg/24 h)
Excrecidn 
(mg/24 h)
E
3
El -
NP HMP HP HMP NP HMP
Estrôna
Estradiol
Estriol
jô-16 8
2,0
0,75
3 0 ,0
1,8
0,2
1,7 1“ 1
NP ; placentas normales
HMP : placentas con molas hidatiformes
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1.5 REACCION DE AROMATIZACION EN RELACION CON 
LA BIOSINTESIS DE LOS ESTROGENOS
Las vias biosintéticas de atiillos aromdticos op£ 
ran en el reino vegetal y en diverses microorganismes. Los 
animales superiores en condiciones normales, no poseen la 
capacidad de sintetizar compuestos aromâticos, y para sus 
necesidades biosintéticas y metabdlicas utilizan les resi­
dues aromdticos procédantes de les alimentes ingeridos.
La biosfntesis de las hormonas esteroides y sus 
derivados constituye el dnico ejemplo conocido de aromatisa 
ci6n en les animales superiores, y transcurre segiîn la reac_ 
ci6n indicada en la figura 25.
HO0
Pigt 25 Aromatizacidn
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1.5,1 Vias metabdlicas que conducen a la formacidn de ani- 
llos aromâticos en el reino vegetal y en los microor 
ganismos.
En los reinos animal y vegetal abundan extraori- 
dinariamente los compuestos que contienen en su molécula u- 
no 0 mâs anillos bencénicos.
La sfntesis de estos anillos bencénicos procédé 
esenciâlmente a través de dos vfas biosintéticas. La prime­
ra se conoce como via del âcido shikimico y originalmente 
fue delineada por Davis, 1955 (93) y Sprinson, 1970 (94).
La figura 26 muestra las reacciones y compuestos 
principales que conducen a la biosfntesis del âcido fenilpi^  
rdvico, que da lugar a los aminoàcidos aromàticos y a impor 
tantes familias de sustancias arométicas.
La biosfntesis se inicia con una condensacién al 
cohélica del àcido fosfoenol-pirdvico con una tetrosa que 
da lugar a un azücar de 7 étomos de carbone. Este compuesto 
sufre una condensacién aldélica y se forma écido dehidroquf 
mico, Por pérdida de agua se forma âcido dehidroshikimico, 
luego écido shikimico y finalmente âcido prefénico que se 
convierte fécilmente en âcido fenil-pirdvico.
La segunda vfa metabélica que conduce anillos a- 
rométicos,parte de moléculas de acetato, activadas, que se 
condensan para formar cadenas poliacéticas. A través de con 
densaciones aldélicas intramoleculares 1-6 é 2-7 se forman
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HOOC
PO3H2
HO
OH
HO
COOHHO
OH
II
OH
ac.5-deshidro
•qufnico
COOH
COOH HOOCHOOC
OH
OH
ac,5-deshidro-
eikimico
ac.sikfmico ac. prefénico
COOH
ac • f eni 1-piriîvi 0 0
^/X^COOH
NHg
fenilalanina
COOH
NH
OH
tirosina
ligninas*
COOH
ac, gdlico
Pig. 26 Vias metabélicas que conducen a la formacién de 
anillos arométicos
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anillos aromâticos del tipo de la floroacetofenona en el pr^ 
mer caso o del âcido orselfnico en el segundo.
Estas reacciones estdn indicadas en la figura 27.
CH3-CO-S-C0A -----► CH^— CO -(CHg-CO)^-CH^-CO -S -CoA
(ti = 4) CH3-CO-CH2-CO-CH2-CO-CH2--CO-S-C0A
2-71-6
OH
floroacetofenona
CH3
COOH
HO'" 'OH
ao, oreelfnlco
Pig. 27
1 .5 .2  Reaccidn de aromatizacidn en animales superiores; 
biosfntesis de hormonas esteroides
Como puede verse,en la biosfntesis de estrdgenos/ 
parte de un compuesto de la serie de los androstanos (andrd- 
genos, esteroides con 19 âtomos de carbono), y conduce a un 
compuesto de la serie de los estranos (esteroides con 18 àt£
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mo8 de carbono) que poseen un anillo (el anillo A) bencéni- 
00 y un grupo hidroxilo en posicidn 3 fendlico.
Los primeros estudios sobre la formacidn de es­
trdgenos en los animales fueron realizados por Heard y col., 
1954 (95). -Estos autores inyectaron acetato radioactivo a 
una yegua gestante y estudiaron los metabolitos urinarios 
del compuesto radioactivo. Entre ellos pudieron aislar e i- 
dentificar pequenas cantidades de estrona radioactiva.
Este experimento constituyd la primera demostra- 
cidn de biosfntesis de un compuesto aromdtico por parte de 
un animal a partir de un precursor natural.
....... »'l8“22‘>2 („tron.)
En 1863, Lanteman demostrd en el hombre que el â 
cido qufmico ingerido se transformaba en âcido hipdrico 
(Fig. 28)
COOH 00 NH CH2COOH
HO
HO
ac. qufmico ao. hipurico 
Pig. 28
Estudios mâs significativos desde el punto de 
vista del mecanismo del proceso de aromatizacidn en los <5r- 
ganos endocrinos, lo realizaron Baggett y col., 1956 (96). 
Estos investigadores, mediante estudios"in vitro" consister-
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tes en incubaciones de testosterona radioactiva con fragmen­
tes de tejido ovârico, pudieron demostrar que el sustrato ra 
dioactivo se habfa convertido en estradiol. (Pig. 29)
OH
Testosterona Estradiol
Pig. 29
1 ,5 .3  Mecanismo de aromatizacidn en el paso de andrdgenos a 
estrdgenos
Despuds de este experimento y otros anàlogos que 
demostraban que los andrdgenos pueden ser transformados (ar£ 
matizados) en estrdgenos por parte de los tejidos endocrinos, 
diversos grupos de investigadores se dedicaron a estudiar el 
mecanismo implicado en este proceso.
Desde el punto de vista estrictamente qufmico, la 
conversidn de un andrdgeno en estrdgeno (reaccidn de aromat^ 
zacidn) transcurre con:
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a) la pérdida del raetilo angular en la posicidn 10.
b) la pérdida de dos étomos de hidrégeno del anillo A.
c) la enolizacién del grupo ceténico en posicién 3
CH
Pig. 30. Reaccidn de 
aromatizacidn
En 1955; Meyer (36) realizé dos observaciones im­
portantes en relacién con el proceso de la aromatizacion^ La 
primera es que las glândulas suprarrenales contienen una en- 
zima (19-hidroxilasa), capaz de introducir un grupo hidroxi­
lo en el metilo angular en posicién 10, de los esteroides an 
drost-4-en-3;17-diona y dehidroepiandrosterona. La segunda
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observaci(5n se refiere a la capacidad de la placenta humana, 
del liquido de los folfculos del ovario y de las glândulas 
suprarrenales bovinas, de transformar el ig-hidroxi-andros^ 
tendiona en estrona (Pig. 31)•
HO
CH2
HO
Pig. 31
Ryan, 1959 (82), estudid "in vitro" la reaccidn de 
aromatizacidn de diversos andrdgenos en tejido fntegro y en 
fracciones subcelulares de placenta humana, desde el punto de 
vista de la distribucidn intracelular de las enzimas y de los 
cofactores necesarios para la reaccidn.
Estos estudios demostraron que las enzimas que par 
ticipan en la conversidn de los andrdgenos en estrdgenos, es- 
tdn localizadas en la fraccidn microsomial de las cdlulas, y 
que la reaccidn de aromatizacidn procédé sdlo en presencia de 
oxfgeno y NADPH.
Estos resultados indicaban como muy probable la 
participacidn en el proceso de enzimas del grupo "mixed func_ 
tion oxidases", oxidasas con funcidn intermedia, que son las 
que catalizan la introduccidn de grupos alcohdlicos segdn la
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siguiente reaccidn:
A - + O2 + M P H  + H ÏÏADP + AH - OH + H^O
HO CH2
Pig. 32
Estos resultados se integraban perfeetamente con 
los precedentes trabajos de Meyer y permitfan postular que 
la 19-bidroxi-androstendiona es un products intermedio en la 
aromatizacidn de los andrdgenos, (Pig. 32)
1 .5 .3*1 Pdrdida del metilo angular en posicidn 10
Siendo asf que la formacidn de estrdgenos a par­
tir de andrdgenos procédé con la pdrdida de un grupo metilo 
en 10, la .formacidn de un hidroximetilo permitfa explicar 
la pdrdida de este grupo bajo la forma de formaldehido. De 
modo andlogo a lo que ocurre con algunos terpenos, Barton y 
De Mayo, 1954 (97).
La participacidn de una 19-hidroxilasa en el pro­
ceso de aromatizacidn de los andrdgenos, ha sido confirmada 
primero por el trabajo de Longchampt y col., I960 (78) que 
aislaron 19-hidroxi-androstendiona del medio de una incuba-
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ci(5n de androstendiona y tejido placentario, y después por 
los trabajos de Wilcox; y Eagel, 1964 (98), sobre la cinéti- 
ca de la aromatizacidn de la androstendiona. (Fig. 33)
•D
*o-
o
«0o
4
3
2
1
0 2 4 min6
A  ESTRONA+ESTRADIOL 
O HIDROXi-ANOROSTENEDiONA
Pig. 33
Para explicar la eliminacidn de un grupo metilo en 
posicidn 10 por vfa oxidativa pueden considerarse diversos 
procesos. Tedricamente la eliminacidn del metilo puede ocu- 
rrir que sea a nivel de un hidroximetilo o a nivel de un me- 
til-aldehido o de un grupo carboxflico, formdndose respectiva 
mente; HCO, HCOOH d 00^ (Fig. 34)
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OH
1
©
0 G.G
+ HoCO + HCOOH + CO2
Pig, 34 Eliminacidn del grupo metilo
1 .5 .3 «2 Pdrdida de dos àtomos de hidrdgeno en el anillo A
Sin embargo en el proceso de la aromatizacidn hay 
que considerar que junto a un residuo monocarbonoso (metilo), 
se eliminan tambidn dos dtomos de hidrdgeno.
El aspecto estereoqufmico de la eliminacidn de e£ 
tos dos dtomos de hidrdgeno ha sido estudiado por Brodie y 
col., 1968 (99), y sus investigaciones han llevado a la con
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clusi6n de que durante la aromatizacidn se élimina siempre 
el àtomo de hidrdgeno situado en la posicidn 1 , mi entras
que la pdrdida del dtomo de hidrdgeno situado en la posicidn 
2, no es estereoespecffica, siendo probablemente el resulta- 
do de la enolizacidn del grupo cetdnico en posicidn 3.
Akhtar y Skinner, 1968 (lOO) han demostrado que 
la formacidn de estrona a partir de 19-hidroxi-androstendio­
na en incubaciones de tejido placentario, requiere NADPH y 
0^ y que durante el proceso se forma 19-aldo-androst-4-en-3,
17-diona» (Pig. 35)
OH
HO
NADPH,02
no aislado
II
III
HO
IV
Pig. 35
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Akhtar y Skinner, 1968 (lOO) ohservaron también 
que la reaccidn III - IV procedfa màs ràpidaraente en presen­
cia de NADPH y 0
2 '
Towsley y Brodie, 1966 (lOl) han demostrado que 
el tejido placentario y el tejido ovdrico poseen una enzima 
(la 1 (3 -hidroxilasa) que puede introducir grupos hidroxilos 
en posicidn 1(3 de los I9-nor-esteroides, (Pig. 36)
OH
Pig. 36
No ha podido deraostrarse la aromatizacidn de II 
por parte de sistemas hioldgicos, sin embargo II se convier­
te fdcilmente en estrona en medio dcido o alcalino. (Pig.37)
II
HO
Estrona
Fig* 37
74
Estos resultados y el efecto positive de ITADPH y 
0^ sobre la aromatizacidn del compuesto intermedio, 19-aldo- 
androst-4-en-3;17-diona, sugieren la posibilidad de que una 
hidroxilacidn en posicidn 1P puede estar tambidn implicada 
en el proceso de la aromatizacidn.
1.5.3.3 Enolizacidn del grupo cetdnico en 3
Menini., 1971 (102) ha podido evidenciar la forma­
cidn del compuesto 19-aldo-androst-2,4“dien-3,17 -diol (ai£ 
lado, como diacetato), en incubaciones de testosterona con 
microsomas placentarios y la conversidn espontdnea de este 
compuesto a estradiol diacetato. (Pfg. 38)
OAc
(Ra.)
AcOAcü
I II III
Pig. 38 
p.a. a productos acetilados
La reaccidn II - III no requiere sistemas enzimdticos.
La existencia del compuesto II confirma que la e- 
nolizacidn del grupo cetdnico en posicidn 3> es una etapa
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singular del proceso de aromatizacidn que probablemente se 
verifica por accidn de una proteina electrofflica. (Pig.39).
0
Pig. 39
De lo expuesta puede concluirse que, segdn nues- 
tros conocimientos actuales, las fases^ mds significativas 
del proceso de aromatizacidn de los andrdgenos son probable­
mente las representadas en la figura 40.
El hecho de que Breuer y Grill, 1961, (103) bayan 
aislado formaldehido como subproducto de la reaccidn de aro­
matizacidn an la placenta y que Axelrod y col., 1965 (104), 
hayan detectado dcido fdrmico como subproducto principal, ha 
ce pensar que la formacidn de estrdgenos en la placenta "in 
vitro", puede seguir las dos vfas iniciadas en la figura 40.
Cabe pensar que factores tdcnicos relacionados 
con la preparacidn del tejido puedan determinar el curso de 
la reaccidn segdn (a) o (b).
Axelrod y col., 1965, (104) han estudiado el des-
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CH
NADPH
0
HO
CH
NADPH
CH
0
H\\/ HO
NADPH
- °? . . 
(b) HOHO
HO HO
+ H2CO + HCOOH
Pig. 40 Aromatizacidn de los andrdgenos
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tino del dtomo de carbono del metilo que se élimina durante 
la aromatizacidn. Encontraron que en el métabolisme del 
HCOOH que se habfa formado, no parecia estar implicado el d- 
cido tetrahidrofdlico.
2. P L A N  D E  T R A B A J O
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Del estudio de la bibliograffa mds reciente se
deduce que el feto aporta a la placenta dehldro-epiandros-
terona sulfato y 16o6-hidroxi-dehidroepiandrosterona sulfa 
to para la formacidn de los estrdgenos.
Los procesos que lievan a la paroduccidn de es­
trdgenos en la placenta a partir de precursores fetales,im 
plican la interveneidn de un gran ndmero de enzimas:
esterol-sulfato sulfohidrolasa 3.1.6.2
3 (d 17) -hidroxiesteroide : 
NAD(P) oxidoreductasa 1.1.1.51
4 53-cetosteroide A. - A. -isomerasa 5.3.3.1
esteroidel9-hidroxilasa 1.4.1
esteroidel9-hidro-liasa? 4.2.1
esteroide3-ceto-enol-isomerasa? 5.3.2
esteroide 19-aldehido-liasa? 4.1.2
Todas estas enzimas estdn localizadas en la 
fraccidn microsomial de la cdlula (Ryan, 1959; Warren and 
French, 1965; Hagerman, 1969) excepto el 17p -ol-dehidrog£ 
nasa que es mds abundante en la parte soluble. La mayor par 
te de los procesos que conducen a la aromatizacidn requie- 
ren 0^  y NADPH. Ryan, 1959» y mds recientemente Akhtar y 
Skinner, 1968, han individualizado los pasos que dependen 
de estos cofactores.
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Hoy se acepta comunmente que la excrecidn de es­
trdgenos a travds de la orina materna, en un gran ndmero de 
casos, refleja las condiciones de desarrollo del feto; preci 
samente por ser dste la fuente principal de los esteroides 
precursores de los estrdgenos.
De todo ello se deduce que pueden ser dos las cau 
sas por las que se de,en un caso determinadoyuna baja excre­
cidn de estrdgenos;
- una baja produccidn de los esteroides precursores 
por parte del feto.
- una baja capacidad de aromatizacidn de estos compue^ 
tos por parte de los sistemas enzimdticos de la pla­
centa.
De aquf partid nuestro intente de interpretar las 
deficiencias metabdlicas a través de un estudio ”in vitro" 
de la reaccidn de aromatizacidn con tejido proveniente de 
placentas normales y patoldgicas.
En primer lugar nos propusimos establecer unos pa 
rdmetros hormonales medios, para placentas normales, a los 
cuales poder referir los obtenidos en casos de placentas pa­
toldgicas.
Dada la gran variabilidad observada en la capaci­
dad aromatizante de unas placentas con respecto a otras, pa- 
recid oportuno estudiar un ndmero de placentas tal que nos 
permitiera obtener valores significativos.
Con el fin de valorar de algdn modo la causa, o
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quizâs las causas, de una baja excrecidn de estriol, se hi- 
zo un estudio conjunto de la actividad aromatizante y de la 
actividad sulfatàsica de un grupo de placentas en las que 
se daba una baja concentracidn urinaria de estrdgenos duran 
te el embarazo.
Con todo esto tenfamos una visidn global del pr£ 
blema. Pero nos interesaba ademds, profundizar en el estu­
dio bioqufmico de la reaccidn de aromatizacidn para descu- 
brir la secuencia de las reacciones implicadas en la conver 
sidn de un esteroide precursor (idol-OH-esteroide) en estr^ 
genos. Con este fin, se hizo el estudio cinético de la reac_ 
cidn de conversidn de 16«C-OH-esteroides en estriol.
La Ifnea fundamental del trabajo anteriormente 
esbozado, ha planteado cuestiones accesorias, exigidas como 
trabajo preliminar, o bien derivadas de dl, abriéndose a 
nuevos horizontes en la interpretacidn del problema.
Entre las primeras, se encuentra el estudio de 
las condiciones optimales para realizar la reaccidn de aro­
matizacidn "in vitro".
Entre las segundas, un amplio estudio acerca de 
los métodos de determinacidn de los 16oC-0H-esteroides. Es­
te estudio que constituye un capftulo adicional en el apar- 
tado de Mdtodos, es sin embargo,de enorme interds para futu 
ras investigaciones.
3. M A T E R I A I E S  Y M E T O D O  S
81
3.1 PRODUCTOS
Los productos y las casas donde han sido adquiri 
dos pueden verse a continuacidn:
MERCK
Acido bdrico 
Acido clorhfdrico 37^ 
Acido sulfdrico 96-98^ 
Agua oxigenada 30^ 
Anhidrido acético 
Eter
Gel dé sflice GP^c/
254
Sacarosa
CARLO ERBA
Acetato de etilo
Acetona
Benceno
Bicarbonate sddico 
Ciclohexano 
Cloruro sddico 
Dicromato potâsico 
Dimetil diclorosilano
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Etanol
Fosfatos
Hexametil disilazano 
Hidrdxido sddico 
Metanol 
Tolueno
Trimetil clorosilano 
BDH chemicals
Bencil-trimetil-amonio
C e l i t a r . r545
Cloroformo 
Dimetil sulfato 
Hidroquinona 
m - idinitro benceno 
Piridina
BOEHRINGER
Glucosa-6 fosfato
NADP
NADPH
Nicotinamida 
MALLINCKRODT chemical works 
Acido silfcico 
APPLIED SCIENCE LABORATORIES 
Gas Chrom. Q.
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PACKARD
Permafluor
IKapharm
Esteroides que se mencionan 
en la pâg. 84
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ESTEROIDES CITADOS EN ESTE TRABWO
Nombre coWn
ALDOSTERONA
ANDROSTENDIÛL
ANDROSTENDIONA
16 0^ -HIDROXI-/iNDROSTENDIONA
19-HIDROXI-ANDROSTENDIONA
ANDROSTENTRIOL
COLESTEROL
CORTICOSTERORA
CORTISOL
DEHIDRO-EPIANEROSTERONA
16oi-HIDR0n-
DEHIDROEPI AI^ DROSTERONA
19-HIDROXI-
DEHIDROEPIANDROSTERONA
ESTRADIOL
ESTRIOL
ESTRONA
PREGNANDIOL
PREGNÊNOLONA
PROGESTERONA
TESTOSTERONA
160C-HIDROXI-TESTOSTERONA 
19-HIDROXI-TESTOSTERGNA
Nombre qufmico sistemàtico
11 ^  , 21-dihidroxi-3>20-dioxopregn.-4-en-18-al 
androst-5-eno-3^ -17 -dibl 
androst-4-eno-3»17-diona 
16ôt -hidroxiandrost--4-eno-3,17-diona 
19-hidroxiandrost-4-eno-3,17-diona 
androst-5-eno-3 ^  > 16«\^ , 17 p -triol 
colest-5-en-3p -ol
11p ,21-dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona 
l i p  ,17*^  ,21-trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona 
3^ -hidroxiandrost-5-en-17-ona
3 ^ ,16%-dihidroxiandrost-5-cn-17-ona
3p -19-dihidroxiandrost-5“en-17-ona
estro-1,3,5 (lO)-trien-3,17p-diol 
estrè-1,3,5 (I0)-trieno-3,16% ,17 p -triol 
3-hidroxiestro-l,3,5 (I0)-trien-17-ona 
5 p -pregnano-3o4 ,20 oC-diol 
3 p.-hidroxipregn-5-en-20-ona 
pregn-4-eno-3,20-diona 
17 ^ -hidroxiandrost-4-en-3-ona 
16 U ,171^  -dihidroxiandrost-4-en-3-ona 
17|^  1 l9-bidroxiandrost-4-en-3-ona
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3.2 REACTIVOS Y DISOLVENTESiPURIPICACIOR
ACETATO DE ETILO (p.e.77-C). Primero se hierve a reflujo du 
rente una hora anadiendo por cada litre 20 6 30 
gramos de carbonate potâsico. Se deja depositar 
el carbonate y se pasa a otro baldn para destilar. 
Despuës se destila con refrigerante de Liebig.
ANHIDRIDO ACETICO. Se destila con refrigernate de Liebig u- 
nido a un termdmetro, y se tiene cuidado de reco- 
ger el producto destilado a una temperatura com- 
prendida entre 1365-138^0.
CLOROPORMO (p.e.6120). Se hierve primero a reflujo durante 
una 0 des horas anadiendo por cada litro 20 6 30 
gramos de carbonate potdsico. Despuds se destila 
en columna de fraccionami ento o en refrigerante 
Liebig.
ETMOL (p. e. 7820). Hierve a reflu jo durante 2 6 3 horas y 
se ahade por cada litro 5 gr de 2-4 nitrofenil-h_i 
dracina y 10 ml de dcido clorhidrico concentrado. 
Se destila despuds lentamente en columna de frac- 
ci onami ent 0.
PIRIDINA (p.e.ll42-11620). Primero hervir a reflujo durante 
tres horas anadiendo por cada litro 20 6 30 gr de
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hidrdxido potâsico. Destilar con refrigerants de 
Liebig teniendo cuidado de anadir hidrdxido potà- 
sico cuando ya se ha recogido un poco de destila­
do.
ACEDONA (p.e.56,220)
AOIDO ACETICO (p.e.ll82C)
BMCMO (p.e.802C)
DICIOROMETAITO (p.6,392-4120)
ETER ETIIICO (p.e.3820)
ETER DE PETROIEO (p.e.402-7020)
HEXANO (p.e.6 8,720)
METANOL (p.e.6520)
TOIUENO (p.e.110,620)
Todos los de este lîltimo grupo tienen una destila 
cidn normal con refrigerador de Liebig.
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3.3 TECNICAS DE PUHIPICACION DE DOS I60C-OH- 
ESTEROIDES
El estudio que se présenta a continuacidn préten­
de abordar el problema de la purificacidn y separacidn de un 
grupo de 16o(.-bidroxi-esteroides (Tabla IV), precursores o 
compuestos intermedios en las vias metabdlicas para la forma 
ci6n de estriol en la unidad feto-placentaria.
TABLA IV
160C-OH-E 16 oC-hidroxi-estrona
®3
estriol
A -^A^ A ^-androstentriol
16ot-0H-A 16 oL -hidroxi-androstendiona
16C4-0H-T 16 oC-hidroxi-testosterona
160C-OH-DHA 16 o(-hidroxi-epiandrosterona
los nombres sistemâticos se pueden ver en la pâg. 84
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3*3.1 Cromatograffa sobre capa fina
Se ha utilizado la cromatograffa en capa fina por 
que ofrece la posibilidad de ensayar en poco fiempo un gran 
nilmero de disolventes y probar asf, en cual de ellos se ob- 
tiene una separacidn mâs conveniente.
Para la preparacidn de las plaças de cromatogra- 
ffa se extiende sobre una superficie de vidrio de 20 x 20 cm 
una capa de espesor uniforme -0,2 mm aproximadamente- de gel 
de sflice preparada previamente mezclando una cantidad
de gel de sflice con doble de agua y agitando fuertemente du 
rante 1-2 min. Se utilizd un Estratificador automâtico mod_e 
lo "Stratomat" de la Chemetron-Mildn.
Las plaças asf preparadas se dejan secar primero 
a temperatura ambiente y luego, en estufa a 11050 durante 2 
horas, para activarias.
En algunos casos se han utilizado plaças de la ca 
sa MEROK. Los resultados han sido semejantes. Las plaças 
cromatogrâficas preparadas comerciaimente necesitan mayor 
tiempo de desarrollo.
Sobre estas plaças se aplican 10 jUg aproximadamen 
te de cada une de los esteroides antes mencionados. (TablaiV)
Para el desarrollo de las plaças se han hecho 
pruebas con diverses sistemas de disolventes. La Tabla V 
muestra los 10 sistemas de desarrollo que se han utilizado
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para la separacidn de estes esteroides.
TABLA V DISOLVENTES DE DESARROLLO PARA ANALISIS CROMATO- 
GRAPICOS SOBRE CAPA PINA DE 16 <X-OH-ESTEROIDES 
EN PORMA LIBRE
I Ciclohexano - Acetato de etilo (1:1)
II Benceno - Acetato de etilo (1:1)
III Cloroformo - Metanol- agua (90:10:1)
IV Benceno - Eter (l:l)
V Cloroformo - Acetona (1:1)
VI Cloroformo - Acetona (1:2)
Vila Benceno - Acetato de etilo (1:3) 1 desarrollo
Vllb Benceno - Acetato de etilo (1:3) 2 desarrollos
VIII Benceno - Eter (45:70)
IX Benceno - Eter - Acetato de etilo (45:70:1)
X Cloroformo - Etanol (9:1)
La Tabla VI muestra los cinco sistemas de desarro 
llo utilizados para la separacidn de estos esteroides . como 
derivados acetilados y como trimetilsilileteres.
TABLA VI DISOLVENTES DE DESARROLLO PARA ANALISIS CROMATO- 
GRAPICO DE 16PC-0H-ESTER0IDES DERIVADOS
XI Ciclohexano-Acetona (7:3)
XII Eter - Benceno (1:1)
XIII Acetato de etilo - Benceno (1:4) 
XIV Ciclohexano - Acetona (3:1)
XV Benceno
 ^ Acetatos
_ TMSi
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Las plaças, una vez desarrolladas, se observan 
bajo una làmpara de luz ultravioleta, con lo que se eviden- 
cian los compuestos que poseen un grupo cetdnico conjugado 
con un doble enlace en , |3> , o sea, la 16oC-OH-androsten- 
diona y la 16o(-OH-testosterona.
En un segundo memento se rocfa la plaça con una 
solucidn al 0,01^ (P/V) de dicromato potdsico en âcido sul- 
fdrico concentrado o etanol -àcido sulfdrico (1:1,V/V)- y 
se callenta en estufa a IIO^ C. Asf aparecen coloreados to- 
dos los demds de forma caracterfstica.
En las Tablas VII y VIII pueden verse los valores 
Rj, obtenidos para cada esteroide an cada uno de los casos.
TABLA VII. VALORES R^ OBTENIDOS EN CROMATOGRAEIA SOBRE CA-
PA PINA CON LOS DISOLVENTES DE LA TABLA VI
XI XII XIII XIV XV
16 E^ 0,41 0,84 0,66 0,35
*3
0,49 0,84 0,65 0,43 0,18
0,62 0,84 0,65 0,60 0,75
16 A 0,25 0,40 0,17 0,20 0
16 T 0,33 0,49 0,27 0,26 0,04
16 DHA 0,54 0,84 0,72 0,50 0,29
Abreviaturas pdg. XI
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3.3.2 Cromatograffa en coliiima
Se ha probado la cromatograffa en columna para 
separar el colesterol del grupo de los 1SoC-OH-esteroides. 
El colesterol se encuentra en grandes cantidades en el te 
do placentario y tiene un tiempo de retencidn en cromatogra 
ffa gas-lfquido que puede interferir con los esteroides que 
nos interesa determinar. Por eso es interesante eliminarlo 
previamente.
También puede ser litil este procedimiento para 
purificar los esteroides separdhdolos de otras sustancias 
que no interesan.
En algunos casos, se usa la cromatograffa en co­
lumna para una primera separacidn de estos esteroides entre 
sf, que facilite la ulterior separacidn en cromatograffa 
gas-lfquido.
3.3.2.1 Columna de aldmina
Se usaron columnas de vidrio de 1cm de di&ietro 
interne, que tienen en la parte superior un embudo de 25 ce 
y en la inferior una Have reguladora de la cafda del Ifqui 
do
En este caso se utilizd como material de adsor- 
ci6n aldmina (act.II-IIl) desactivada con 6,5^ de agua.
Para preparar la columna se pone un poco de alg£ 
d6n previamente lavado, un poco de cuarzo y una suspension
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homogénea de la aliîmina en benceno. Se de ja sedimentar y se 
pone de nuevo un poco de cuarzo para evitar el que la alilmi 
na se remueva.
Los esteroides disueltos en 5 ml de benceno se 
pasan por la columna donde quedan retenidos. A continuaciOn 
se pasan distintos eluyentes que van separando los esteroi­
des en distintas fracciones, que recogemos en tubos.
Las distintas fracciones se analizan por medio 
de cromatograffa sobre capa fina (3.3.1).
La Tabla IX muestra los tres sistemas de eluyen­
tes utilizados.
TABLA IX
Sist. Frac. Eluyentes
15 ml benceno
A 2^ 15 ml 2,5^ etanol/benceno
3^
15 ml 5^ etanol/benceno
15 ml benceno
B
2^ 15 ml 4^ etanol/benceno
15 ml 8^ etanol/benceno
15 ml benceno
15 ml i^o etanol/benceno
C
°3
10 ml 15^ etanol/benceno
°4
10 ml 0^io etanol/benceno
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En todos los casos se pasa un tlltimo eluyente 
mâs polar para comprobar que en la columna no queda ningiîn 
resto de esteroides.
Las Tablas X, XI y XII muestran la separacidn de 
los esteroides obtenida en cada uno de los casos.
TABLA X
A
2^ 3^
colesterol
(+++)
160C-OH-E
(++)
16K-0H-DHA
(++)
16°C-0H-
{+++)
I60C-OH-E.
(+)
160C-OH-DHA
(+)
16%-OH-ï
(+++)
TABLA XI
B
h b^ b2 3-
colesterol 16<K-0H-E
(+++)
16<X-0H-DHA
(+++)
16K-0H- \  
(+++)
(+++)
160(.-0H-T 16 CX -OH-T
(++) (++)
El y A A^ no se recuperan
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TABLA XII
'4
colesterol
(todo)
160/ —OH—A 
(todo)
16(X-0H-E.
(todo)
16 cK —OH—D 
(+++)
16 oC —OH—E. 
(+)
16 0  ^-OH-D 
(+)
16(\ -OH-T 
(++)
16 (X-OH-T 
(++)
( %
(++)
3 .3.2.2 Columim de âcido silfcico + celita
Se utilizaron columnas de vidrio como las descri- 
tas en el apartado 3.3.2.1
El material de adsorcidn en este caso estd forma- 
do por una mezcla al 50^ de âcido silfcico (UHISIL) desacti- 
vado con 5fo de agua y celita previamente lavada. La celita 
favorece la rapidez de elucidn de la columna. En la columna 
se ponen 4 gr aproximadamente de la mezcla.
El lavado de la celita consiste en trataria va-
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rias veces con àcido CIH. Después de dejarla reposar duran­
te una hora, se decanta el CIH, y la celita se lava repeti- 
das veces con agua, hasta que alcance un pH neutro. Liegado 
este moment0 se trata con metanol, dejândola secar primero 
a temperatura ambiente, y luego en estufa a lOOSC.
Los eluyentes utilizados en este caso fueron los 
de la Tabla XIII.
TABLA XIII
30 ml 2^ acetato de etilo/benceno
D
2^ 30 ml 30fo acetato de etilo/benceno
S 30 ml 10^ etanol/acetato de etilo
Se recogieron las distintas fracciones y se ana 
lizaron en cromatograffa sobre capa fina, desarrolldndolas 
en un sistema benceno/éter (1:1) y verificândolas a la luz 
ultravioleta o con tratamiento de una solucidn de dicromato 
potàsico en âcido sulfiîrico concentrado, y poniéndolo en es 
tufa a 11Q2C.
La Tabla XIV muestra la separacidn obtenida.
TABLA XIV
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D
d„ a2 3
colesterol
(+++)
16ct-0H-DHA 16CX-0H-DHA
(+) (++)
16(X-0H- A A 
(++)
®3
(+++)
16(K-0H-T
(+++)
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3.4 DETERMINACION DE LOS 16oC-OH-ESTEROIDES ME- 
DIMTE CROMATOGRAPIA GAS-LIQUIDO
La determinacidn cuantitativa de los 16o(-OH-es- 
teroides (pâg. 84) se hizo mediante cromatograffa gas-lfqui^  
do. Se utilizd para ello un gas-cromatdgrafo Pye, Mod. 104, 
con detector a llama de hidrdgeno, en el que se ensayaron 
los distintos tipos de columna que a continuacidn sehalamos: 
Tabla XV.
TABLA XV COLUMNAS PARA CROMATOGRAPIA GAS-LIQUIDO
OV - 1 metil-silicona
QF - 1 tri fluoro-propil-silic ona
OV - 17 50^ fenil- 50^ metil-silicona
XE - 60 ciano-etil-silicona
OV - 25 75^ fenil- 25^ metil-silicona
OV - 61 33^ fenil- 679^  metil-silicona
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3.4.1 Preparacidn de las columnas
Se utilizaron columnas de vidrio de 5 mm de dià- 
metro interno y 150-200 cm de longitud, enrolladas varias 
veces en espiral.
Como material de soporte se ha utilizado gas- 
Chrom Q. (Applied Science Labs.), que es una tierra de dia- 
tomeas inerte, de 100-120 mesh.
3.4.1.1 Silanizacidn
La columna, el dispositive de vidrio para intro- 
ducir las muestras y la lana de vidrio, se silanizan antes 
de procéder al relleno de la columna. Se sumergen en una s£ 
lucidn al 5^ de dimetil-diclorosilano en tolueno. Despues 
se lava: primero con tolueno y finalmente con metanol. Se 
seca en estufa a 100-1202C.
3 .4 .1.2 Dis tri bue idn de la fase estacionaria sobre el mate_ 
rial de soporte
Una parte del material silanizado se sumerge en 
5 vo1dmenes de una solucidn al 1^  (P/V) de la fase estacio­
naria en tolueno. Al preparar esta solucidn se ahade,en ge­
neral, el 10-20 io de acetona para favorecer una buena diso- 
lucidn. En algunos casos de mayor dificultad, conviene, ad_e 
mds, calentarlo a baho-marfa.
La "papilla” asf obtenida, se agita durante 5-15
100
minutos y se le aplica vacfo suavemente durante otros 10-15 
min. para extraer el aire.
El preparado se filtra con papel en un embudo 
Buchner, para eliminar la mayor parte del Ifquido. Al final 
de esta operacidn se hace el mdximo vacfo y se comprime el 
sdlido con un "beaker". Luego se extiende sobre papel de 
filtro durante dos horas, removiendo frecuentemente con una 
varilla de vidrio, especialmente cuando el material de re­
lleno estd todavfa impregnado por el tolueno. Al final de 
esta operacidn se deja toda la noche en un desecador a 
110SC.
Obtenemos asf una concentracidn aproximada de 1^  
de fase estacionaria en el material de soporte.
3.4.1.3 Relleno de la columna y pre-calentamiento
Se introduce primero un poco de lana de vidrio 
bien apretada. A continuacidn se aplica vacfo suavemente. 
Cuando se han llenado aproximadamente unos 10cm se aplica 
el vacfo mâximo.
La columna se rellena poniendo pequehas cantida­
des (G,2-0,3 gr) del material preparado y golpeahdo el vi­
drio ligeramente con un trozo de tubo de goma dura , hasta 
que nos aseguramos que el material d entre de la columna es 
lo mâs compacto posible.
Se lieva hasta una distancia del final de la co­
lumna de 7 u 8 centfmetros. Se cubre con otro poco de lana 
de vidrio.
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Después del empaquetamiento, la columna se calien 
ta durante 24 o mâs horas a 240-260^0 (segdn la estabilidad 
de la fase estacionaria) haciendo pasar a través de ella ni- 
trdgeno.
La columna no debe estar conectada con el detec­
tor mientras pasa el nitrdgeno.
Se deja después enfrfar sin quitar la corriente 
de azoto. Asf queda preparada para el uso. Siempre que la 
columna queda colocada dentro de la c^ara de cal ent ami ento 
debe mantenerse en funcionamiento la corriente de nitrdgeno.
3.4.2 Formacidn de derivados
Para analizar estos 16ùl-0H-esteroides mediante 
cromatograffa gas-lfquido, es necesario formar previamente 
derivados acetilados o trimetilsilileteres, ya que se ha 
visto que estos compuesto analizados como libres se descom- 
ponen fdcilmente al pasar por la columna.
En la figura.41 puede verse uno de estos ejem- 
plos; analizando la 16oO-OH-T en una columna 1^  OV-1:210^ 0 
(Tabla XV), se obtuvo un cromatograma en el que puede ob- 
servarse la aparicidn de innumerables picos no significat^ 
vos, mientras que este mismo esteroide, analizado en la 
misma columna, como di-acetato, permanecid inalterado y se 
obtuvo un ünico pico caracterfstico.
I * Of-1 ;
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16a-HydroJ.yte8toeterone {2.0 ug)
4 6 36 24
min
I6 i-H ydroiytestosterone  
dUcetste {2.1
24 12 036
Pig. 41
3.4.2.1 Preparaci(5n de acetatos
Al esteroide. seco se anaden: 0,05 ml de piridi-
na y 0.05 ml de anhidrido acético.
Se deja asf 10-12 h a temperatura ambiente. Des- 
pués de este tiempo, reactivo y disolvente se evaporan con 
una corriente de nitrdgeno, quedando asf preparados para ana 
lizar en cromatdgrafo gas-lfquido.
103
3.4.2.2 Preparacidn de TMSi (trimetilsilileteres)
Al esteroide bien seco se le anaden: 0,1 ml de 
piridina, 0,02 ml de hexametildisilazano y 0,01 ml de trim_e 
tilclorosilano. Los reactivos se dejan durante una hora a 
temperatura ambiente y despuds de este tiempo se evaporan 
con una corriente de nitrdgeno.
3 .4 .3  Tdcnica de inyeccidn
En nuestro laboratorio hemos ensayado y utiliza­
do con buenos resultados la inyeccidn sdlida, que consiste 
en aplicar las muestras sobre un pequeho rectângulo de red 
metâlica -acero inoxidable- enrollado en espiral. Résulta u 
na especie de cilindro de 2mm diâmetro int. x 3 mm de altu- 
ra. En la figura 42 puede verse un dispositive especial -mo
Pig. 42
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dificacidn introducida en el gas-cromatdgrafo Pye- que tie­
ne la misidn de recoger estas muestras y calentarlas a 
2502c de modo que se evaporen los esteroides y hagan el re- 
corrido por la columna como gases.
La figura 43 muestra esquemdticamente el lugar 
de colocacidn de las mallas.
Cilindro de 
aluminio
Estufa de
r ■ ■
ü
Muestras analfticàs en ma— 
lias metâlicas
Eitrada del gas de 
transporte
\5 r
Calentador
la columna
Ffg* 43
Las mallas previamente confeccionadas, se colocan 
en las oquedades capsulares de una plaça de "teflon” (poli-
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tetrafluor-etileno). Es esencial que la superficie de es­
tas oquedades estd perfectamente pulimentada para que el 
disolvente no moje la plaça. Las mallas se dejan en estas 
oquedades sobre una gota de cloroformo.
Sobre la malla se coloca la muestra, recogida en 
un pequeho voldmen de cloroformo o hexano (10-25^1), o 
tambidn etanol (màx. 10 yxJ). Se de ja se car a temperatura 
ambiente.
La concentracidn del esteroide en el voliîmen de 
cloroformo, se va haciendo cada vez mayor. Cuando queda 
la dltima gota es absorbida dvidamente por la malla segdn 
el principio de capilaridad; en la malla tiene lugar la £ 
vaporacidn total del disolvente, y el esteroide queda a- 
llf retenido en su totalidad.
Cuando estdn bien secas se pueden colocar en el 
dispositive del gas-cromatdgrafo (fig. 43) anteriormente 
descrito. Para dejarias caer en la columna nos servimos 
de un imân.
Se ha comprobado que la recuperacidn del mate­
rial de estas plaças es compléta poniendo en la misma o- 
quedad otra malla con cloroformo limpio y analizândola 
en cromatograffa gas-lfquido. Se ve que no sale ningiin 
pico debido a la presencià de esteroides. (Pig. 44)
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3 .4 .4  Valoraci(5n de los resultados
En nuestro caso, que no se t rat aba de un e stu­
dio de rigor cuantitativo (el objetivo era la separacidn de 
los 160d-OH-esteroides), hemos preferido el método de utili 
zacidn de una curva de proporcionalidad y medida de los pi­
cos por el sistema de las alturas.
El evitar el uso de un patrdn interne nos ofre­
ef a la ventaja de un notable ahorro de tiempo en el anâli- 
sis de las muestras.
Igualmente simplifica mucho los câlculOjel uso 
del método de las alturas para la valoracidn de los picos, 
en lugar de la medida de las àreas, pues hemos comprobado,
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que en picos de base muy reducida, como los que nosotros ob 
tenemos, se puede utilizar sin peligro de errores significa­
tives .
3 ,4 .5  Anâlisis de esteroides patrdn en distintos tipos. de 
columna
La Tabla XVI muestra los tiempos de retencidn ob 
tenidos en distintas columnas al analizar en cromatograffa 
gas-lfquido los esteroides trimetilsilileteres.
TABLA XVI
TMSi OV-12102
OV-17 
2372
QP-1
2202
XE-60
2602
OV-25
225s
OV-61
2292
20,8 15,6 6 ,1 10,8 10,8 12,0
16«-OH-DHA 12,8 11,3 6,1 12,2 8,0 8,4
I60C-OH-E - - - - 14,6 -
16di -OH-A 13,5 22,7 33,0 6,5 19,4 15,4
18,7 9,7 4,0 6,7 6,0 7,6
16 06-OH-T 19,1 18,4 21,0 33,2 13,2 13,6
* colesterol 38,8 26,0 8,9 — 16,2 -
5 OC colesterol 24,5 11,9 4,5 — - —
colestanona — - 28,3 — 27,6 —
compuesto patrdn 
Abreviaturas pàg. XI
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La figura 45 muestra un cromatograma que nos dé­
jà ver grâficamente la separacidn de estes corapuestos trim£ 
tilsilileteres en la columna OV-25 (225-C).
En la Tabla XVII podemos ver les tiempos de re- 
tencidn obtenidos al analizar estes I606-QH-esteroides cerne 
cempuestes acetilados.
TABLA XVII
ACETATOS OV-1
2159
QF-1
2309
OV-17 
2402
27 ,2 39,4 3 8 ,2
I60I-OH-DHA 18,7 29 ,8 22 ,6
16^ —OH— 21 ,8 - 3 2 ,4
16^ —OH—A 16,3 60,0 24,4
24,1 26,2 25,2
160C-OH-T 21,3 56,0 26,8
*
celesterel 42,4 15,4 25,0
5<X.-celesterel 14,4 3,3 6,8
celestanena - 19,4 —
cempuestes patrdn 
Abreviaturas pâg, XI
109
 îi}-€)'—LO
'y/
r o  V D  : v o  OVDin
U
A
01
d
u
î
>Q)
u
110
3.5 PREPARACION DEL TEJIDO PLACENTARIO
Las placentas utilizadas se recogieron e incuba- 
ron en su mayorfa inmediatamente después del parto, Sdlo en 
algimos eases el tejido placentario, debidamente preparado, 
se conservd por algiîn tiempo a -2090 antes de la incubacidn.
Para la preparacidn del tejido placentario se ha 
seguido fundamentaimente el procedimiento descrito por Ryan 
1959, (82). Todas las operaciones requeridas por este pro- 
ceso se ban llevado a cabo a una temperatura comprendida en 
tre 020-4 20.
La placenta, libre de las membranes y corddn um­
bilical, se pasa varias veces por papel de filtro para de- 
jarla lo mis limpia posible de sangre. Una vez preparado a- 
sf el material, se pesa. "
La homogeneizaci(5n se lleva a cabo triturindolo 
mecinicamente en un Waring Blandor refrigerado, durante 1-2 
min, con un tampin -Tampdn A,pH7- que contiene 0,25M sacaro 
sa, 0,05M fosfato y 0,04M nicotinamide. La proporcidn dpt^ 
ma parece ser la de 3 gr de tejido/ml tampin.
Para favorecer la rotura de las cilulas se van 
tomando pequehas fracciones que previamente ban sido bien
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desmemzadas en una miquina de las que se usan comunmente 
en cocina para triturar came.
A continuaciin se precede a la separaciin de las 
distintas fracciones celulares, utilizando las técnicas de 
centrifugaciin diferencial de Schneider y HogeboDm,1950, 
(105).(Esquema D).
La primera centrifugaciin se lleva a cabo en una 
centrffuga refrigerada M.S.E. Mistral 4L a 2.500 r.p.m. 
(1.020 X  g) durante 20 min a 4-C.
El sobrenadante que contiene mitocondrias, micr£ 
somas y la fracciin soluble de la cilula, se centrifuge du­
rante 30 min a I3 .OOO r.p.m. (10.000 x g) en una ultracen- 
trffuga M.S.E. Super Sped 40. Aquf sedimentan las mitocon­
drias .
El sobrenadante. que contiene ahora los microso- 
mas mis la fracciin soluble, se centrifuge durante una hora
a 40 .000 r.p.m. (105.000 x g) en la misma centrffuga.
Se decanta el sobrenadante y se traspasan los m£ 
crosomas a un homogeneizador Potter Elveyen para lavarlos 
con un tamp in -Tamp in B, pH?- que contiene 0,05M fosfato.
Despuis de bien homogeneizado se centrifuge de 
nuevo durante una hora a 40.000 r.p.m. (105.000 x g). Se de_ 
canta el sobrenadante y se recogen los microsomas para red£ 
suspenderlos en Tampin B en una proporciin tal que queden a 
proximadamente 10 gr de tejido por ml.
Para este trabajo interesan fundamentaimente dos
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ESQUMA D. PREPARACION DEL TEJIDO PLACENTARIO
TEJIDO PLACENTARIO
Sedimento 
(membranas celulares)
1.020 X  g
  L_
Sedimento
(mitocondrias)
Sedimento
(microsomas)
10.000 X  g
 L_
105.00 X g
Sobrenadante
(mitocondrias + microso 
mas + fracciin soluble 
de la cilula)
Sobrenadante
(microsomas + fracciin 
soluble de la cilula
Sobrenadante 
(se decanta)
Centrifugaciin diferencial (2) aplicada a la prepa- 
raciin del tejido placentario
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de las fracciones obtenidas: el sobrenadante de la centrifu 
gaciin a 10.000 x g, que se designari a lo largo del traba­
jo con la siguiente expresiin; ^ y el sedimento
de la centrifugaciin a 105.000 x g, que se designari con la 
letra M (microsomas).
Estas preparaciones pueden conservarse a -2020 
por dos 0 très meses sin que pierdan su actividad.
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3.6 INCUBACION DE SUSTRATOS ESTEROIDES CON 
TEJIDO PLACENTARIO
Los esteroides utilizados como sustratos de incu 
baciin para los distintos experimentos ban sido los siguien 
tes:
DHA — dehidro-epiandrosterona
A — androstendiona
T — testosterone
— androstendiol
19-OH-DHA — 19-hidroxi-dehidroepi andro st erona
19-OH-A - 19-iii dr oxi-andro s t endi ona
19-OH-T - 19-hidroxi-testosterona
DHA. S — dehidro-epiandrosterona-sulfato
21^  Ag.8 — ^-androstendiol-sulfato
16ot-0H-I)HA - 16 06-hi droxi-dehidro epi andro st erona
16ot-0H-A - 16&6-hidroxi-androstendiona
160C-OH-T 16oi-hidroxi-testosterona
Se ponen alrededor de 100jA.g de sustrato por ca- 
da matraz de incubacün, y se lleva a sequedad.
A continuaciin se anade un sistema generador de
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NADPH (106) constituido por: 
NADP - 5 mg.
0,2 ml Tampin B
G6P - 10 mg. ^
G6PDH - 2 U — ►  0,1 ml Tampin B
y se tiene durante 20 minutes en incubadora Dubnoff a 3790, 
disuelto en 0,7 ml de tampin B.
Una vez generado el NADPH,se ponen en cada matraz 
de incubaciin alrededor de 10 gr de tejido (fracciin 10.000 x g 
0 fracciin de los microsomas,segdn los exp e riment os ) ,^ y la 
cantidad de tampin B necesaria para llevar cada matraz de in 
cubaciin a un volumen final de 6 ml. Se pone de nuevo en la 
incubadora Dubnoff a 37^0 durante 45 minutes. La incubaciin 
tiene lugar en presencia de 0^ (aire).(Esquema E)
Para recuperar los productos formados en la incu­
baciin, se han utilizado dos procedimientos distintos, segdn 
los cases:
1) 3 extracciones con 10 ml de acetate de etilo
2) 3 extracciones con 10 ml de una mezcla de eter: cl£ 
roformo (3:1)
En este segondo case se obtienen extractos màs 
purificados. Por este, se ha utilizado este procedimiento 
cuando habfa que trabajar posteriormente con cromatograffa 
gas-lfquido.
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E S Q U E M A  E
GENERACION DE ÏÏADPH — 20 minutos
5 mg
- 10 mg 0,7 ml Tampdn B, pH 7
G6PDH - 2 ü
lïïCUBACION TEJIDO + SUSTRATO — ►  45 minutos
10.000 X en Tamptfn B, pH 7
1 0 0 esteroide^ =
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3.7 DETEEMIMCION DE LOS ESTEROIDES EORMADOS 
EN LA INCUBACION
A continuaci6n describimos los métodos utiliza­
dos para la determinacidn de los estrdgenos y de los 16^- 
hidroxi-esteroides precursores.
3 .7 .1 Detenninacidn de los estrdgenos (Esquema F)
Se ha llevado a cabo segdn una adaptacidn del m£ 
todo de Brown para estrdgenos en orina (IO7).
3 .7 .1.1 Separacidn fendlica
El extracto obtenido del medio de incubacidn que 
contiene los esteroides, se pasa a un matraz de fondo redon 
do para llevarlo a sequedad en un evaporador de vacfo, rota 
vapor ”R BCfchi", Suiza.
Los esteroides se disuelven en 1 ml de etanol.
Se ahaden 25 ml de hexano y 25 ml de benceno y se pasa a los 
embudos separadores. En la mezcla hexano-benceno (1:1), se 
disuelven todos los residuos de la incubacidn. La fase or- 
gdnica se extrae con:
- 2 X  25 ml de agua para el caso de los extractos que
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contienen estriol.
- 2 X  25 m l  d e  h i d r d x i d o  s d d i c o  0,4 N p a r a  l o s  q u e  t i e -  
n e n  e s t r o n a  y  e s t r a d i o l .
A los extractos acuosos que contienen estriol, 
se les ahade i ml NaOH 10 N. En uno y otro caso se recogen 
los esteroides en matraces que contienen de 0,7-0,9 gr de â 
cido bdrico para formar un tampdn de âcido bdrico-borato, 
dptimo para la metilacidn de los estrdgenos.
3 .7 .1 .2 Metilacidn
Para la metilacidn se anade 1 ml de dimetil-sul 
fato Se agita fuertemente y se lleva a baho-ma
rfa a 37^0 durante 20 minutos. Para que se complete la me­
tilacidn y, al mismo tiempo, para neutralizar el âcido sul- 
fürico fomado en la primera fase de la reaccidn, se anade 
de nuevo 1 ml de NaOH 10 N y 1 ml de dimetil-sulfato. Se a- 
gita fuertemente y se lleva a bano-marfa a 37-0 durante 0- 
tros 10 minutos.
A1 producto metilado se anaden 5 ml de NaOH 10 N 
y 2 ,5 ml de ^ ^ 2  ^ Y se pasa a embudos separadores para ex- 
traer la estrona y estradiol con 25 ml de hexano, y el es­
triol, con 25 ml de benceno. Se lava dos veces con 5 ml de 
agua.
3 .7 .1 .3 Cromatograffa de adsorcidn en columna de aliimina
Los esteroides metilados y recogidos en 25 ml de
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hexano o benceno, segiin los casos, pasan a una columna de 
cromatograffa para liberarse de las sustancias cromdgenas 
que pueden mâs tarde interferir la reaccidn de Kober.
Se usan columnas de vidrio de 1 cm de didmetro y 
8 cm de altura, con Have reguladora de la caida del Ifqui- 
do y embudo superior para recoger el eluyente.
Cerrada la Have, se ponen en la columna de 15-20 
ml de hexano o benceno y, en este medio Ifquido que favore- 
ce la homogeneièacidn del sistema, se prépara la columna.
Se pone primero un poco de algoddn lavado en un 
Soxhlet, a continuacidn una capa muy fina de cuarzo granula 
do (aproximadamente 2-3 mm de espesor), y sobre ella se de- 
jan caer 2 gr de aldmina previamente desactivada y estandar 
dizada. Cuando ya ha descendido y se ha dispuesto uniforme- 
mente en el fondo de la columna se ahade otro poco de cuar­
zo, que évita que la alümina se remueva cuando se van ver- 
tiendo los distintos disolventes. Se abre la Have y se dé­
jà correr el hexano o el benceno que, mientras pasa, va la­
vande la columna.
A travës de esta columna asf preparada se deja 
pasar el extracto poco a poco (vel=20-30 gotas/min). Los e£ 
trdgenos y los pigmentes quedan adsorbidos por la columna 
de aliimina. El hexano y benceno son eliminados.
Para recuperar y separar los estrdgenos de las £ 
tras sustancias, se eluye la columna con los siguientes di­
solventes :
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Para estrona y estradiol se han utilizado:
1. 8 ml 2,5^ hexano/benceno
2. 17 ml 40^ hexano/benceno
3. 8 ml 40^ hexano/benceno
4. 15 ml benceno
5. 10 ml 1,4^ etanol/benceno
Para el estriol:
6. 10 ml 1,4^ etanol/benceno
7. 15 ml 4^ etanol/benceno
8. 5 ml 5^ etanol/benceno
En las fracciones 2,4 y 7 se recogen respectiva- 
mente estrona, estradiol y estriol metilados en 3.
3.7.1.4 Reaccidn de Kober (108)
Esta reaccidn se ha llevado a cabo segdn el pro­
cedimiento descrito por Brown, 1955 (109).
Los tubos que contienen las distintas fracciones 
de la elucidn de la columna, se llevan a sequedad en un ba- 
ho de agua a temperatura de alrededor de 9090.
Una vez bien secos se ahade a cada tubo 3 ml del 
reactive correspondiente:
Para estrona —► SO^H^ 66^ mis 2^ de hidroquinona 
Para estradiol —► SO^H^ 60^ mds 2^ de hidroquinona 
Para estriol —► SO^H^ 76^ mds 2^ de hidroquinona
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El reactivo se pasa bien por las paredes del tu­
bo y se lleva a baho hirviente durante 20 min. Conviene a- 
gitar los tubos durante los cinco primeros minutos de ebu- 
llicidn. Pasado este tiempo, se sacan y se dejan enfriar.
Pasamos asf a la segunda parte de la reaccidn en 
la que se ahade agua destilada en las siguientes proporcio- 
nes:
0,5 ml para la estrona 
0,2 ml para el estradiol
1,0 ml para el estriol
Se agita y se lleva otra vez a baho de agua hir­
viente durante 10 min mds para total desarrollo del color, 
que vira en esta segunda parte de la reaccidn.
La reaccidn de Kober se lleva a cabo al mismo 
tiempo con cantidades conocidas de patrones metilados,y con 
un blanco.
La valoracidn cuantitativa se hace leyendo los 
patrones y las muestras con un espectofotdmetro UNICAM SP 
600, a très longitudes de onda diversas, aplicando la corre£ 
cidn de Allen, 1950, (110). Aplicando esta fdrmula se élimi­
na la coloracidn debida a ciertas sustancias cromdgenas que 
todavfa no han sido eliminadas.
Estrona y estiiol 480 nm , 516 um , 552 nm
Estradiol 480 nm , 518 nm , 556 nm
Los resultados se expresan en nano-moles de estrd 
geno formado/ por gr de tejido incubado, en 45 minutos.
122
ESQUMA F DETERMIMCIOR DE LOS ESTROGENOS FORMADOS 
EN LA INCUBACION
P R O D U C T O  D E  L A  I N C U B A C I O N
1
EXTRACCION ETER/CLOROFORMO (3:1)
1
(E^ )
I-----------
hexano/benceno
H^ O
METILACION
Extraccidn con benceno
SEPARACION FENOLICA
I
lavado con agua
(E^ +E^ )
Lo/ihexano benceno
NaOH
1
METILACION
i
Extracci(5n con hexano 
 1
CROMATOGRAFFA DE ADSORCION EN COLUMNAS DE ALUMINA
1
REACCION DE KOBER
LECTURA AL ESPECTOFOTOMETHO
(aplicacidn de la correccidn de Allen)
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3.7.2 Determinacidn de los 16o6-0H-esteroides formados en 
la incubacidn
- La determinacidn de estes cempuestes se hace me- 
diante cromatograffa gas-lfquido de los trimetilsilildteres 
derivados despuds de lappurificacidn del extracto obtenido 
en la incubacidn, mediante cromatograffa en capa fina, como 
se ha descrito ampliamente en 3.3.1
En los casos en que se requiere una valoracidn 
cualitativa posterior, es necesaria la recuperacidn de los 
cempuestes que interesan, mediante su elucidn en la plaça. 
En este caso, se detectan los cempuestes visibles a la luz 
ultravioleta,y se révéla con dicromato potdsico en dcido 
sulfdrico, solamente una de las bandas que contiene los es- 
teroides-patrdn.
Las zonas en las que se han detectado cempuestes 
visibles a la luz ultravioleta, y aquellas que se encuen- 
tran a la misma altura que las manchas coloreadas en las 
bandas cerrespondientes a los esteroides-patrdn, se recogen 
raspdndolas con una espdtula y dejdndolas caer sobre un tu­
bo de centrffuga, donde se tritura el polvo con una varilla 
de vidrio. De aquf se eluye por très veces con 5 ml de ace­
tate de etilo saturado con agua.
Cada una de las veces que se centrifuga y se re- 
coge el sobrenadante. El total de las très recogidas se ll_e 
va a sequedad, quedando asf preparado para su reconocimien­
te en cromatograffa gas-lfquido como se describe en 3.4 .
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3.7.3 Otros estudios cualitativos
En algunos casos, ademâs de la determinacidn de 
los estrdgenos formados en la incubacidn, se hicieron dos 
estudios de tipo cualitativo: uno para ver la desaparicidn 
del sustrato incubado, en relacidn con los nuevos compues- 
tos que van apareciendo, y otro, para comprobar que todos 
los esteroides formados en la incubacidn pasan al sobrena­
dante en la extraccidn con dtericloroformo (3:1). Esquema G
ESQUEMA G
PRODUCTO DE LA INCUBACION
I
EXTRACCION ETER/CLOROFORMO (3:1)
SEDIMENTO
Extraccidn con etanol (25 ml)
1
SOBRENADANTE
Contiene los esteroides + 
el sustrato no consumido.
Cromatograffa en capa fi­
na para confirmar el paso 
de todos los esteroides 
al sobrenadante.
Determinacidn
de
Cromatograffa 
en capa fina 
para seguir la 
desaparicidn 
del sustrato.
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3.7.3.1 Desaparicidn del sustrato
El estudio cualitativo de este proceso se hizo 
mediante cromatograffa en capa fina (ver 3.3.1).
Se tomd 1/5 del volumen total del sobrenadante 
de la extraccidn con dter/cloroformo (3:1) y se llevd a se­
quedad. El extracto seco se recogid con 100/^ 1 de etanol, y 
se puso sobre una plaça cromatogrdfica que se desarrolld en 
sistema dter/benceno (1:1) para los extractos provenientes 
de la incubacidn de DHA y en sistema benceno/acetato de et£ 
lo (1:3) (dos veces) para los provenientes de la incubacidn 
con 16 -hidroxi-dehidroepiandrosterona.
3 .7 .3 .2 Examen del residue de la extraccidn con éter:clor£ 
forme (3:1)
Al residue de la extraccidn se le ahaden 25 ml 
de etanol, se agitan con una varilla de vidrio y se dejan a 
-2590 durante 24 horas, obteniendo asf una precipitacidn de 
los Ifpidos.
Despuds de este tiempo se centrifuga a 2.500 r. 
p.m. durante 30 minutos y se deja otras 24-48 horas a -2090.
Se hace una segunda centrifugacidn, tambidn a 
2 .5 00 r.p.m., y se deja de nuevo a -2090. El sobrenadante 
de esta segunda centrifugacidn se recoge y se lleva a sequ_e 
dad.
1 /4 del extracto disuelto en etanol se coloca s£
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bre la plaça para realizar una cromatograffa sobre capa fi­
na.
Las plaças que contenfan el residue de la incuba 
cidn con dehidro-epiandrosterona se desarrollaron en siste­
ma dter/benceno (1:1). Las que contenfan el residue de la 
incubacidn con 16o(-hidroxi-dehidroepiandrosterona,con ben­
ceno: acetate de etilo (1:3) (2 desarrollos). La verifica- 
cidn de las plaças en uno y otro caso se realizd como se ex 
pone en 3.3.1 .
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3.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SULFATASICA 
EN LA PLACENTA
Se llevd a cabo segdn el procedimiento descrito 
por Warren c.y.l French, 1965 (111).
Se usaron como sustratos para la incubacidn:
a. Dehidro-epiandrosterona-sulfato (0,3 mol;
20.000 d.p.m.)
b. Pregnenolona-sulfato 7odH^ (0,3 mol; 35.000 d.p.m.)
El tejido placentario se prepard como se indica 
en el Esquema D. La homogeneizacidn se hizo en un tampdn 
tris (Tampdn C, pH, 7,4) que contiene 0,007 M Mg 01^ .
Del homogeneizado se tomaron cinco ml équivalen­
tes a 0,05 gr de tejido placentario y se incubaron con los 
sustratos anteriormente citados (a,b) en una Dubnoff metab^ 
lica a 3790 durante 20 minutos.
Al terminar el tiempo de la incubacidn se fer- 
mind la reaccidn agitando la mezcla dos veces con 10 ml de 
dter etflico frfo.
El extracto etdreo, que contiene los esteroides 
libres, fue llevado a sequedad en un baho-marfa a una tempe_
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ratura en tomo a los 409C.
Al extracto seco se le ahadieron 15 ml de perma- 
fluor. La radioactividad asociada a los esteroides libres 
contenidos en la fase etërea se midid con un contador de ra 
dio actividad de centelleo Ifquido, modelo Mark II, de la 
Casa Nuclear Chicago.
La actividad sulfatdsica se expresa en nano-mo- 
les de esteroides sulfates hidrolizados por gramo de tejido 
en 20 minutos.
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3.9 DETERMINACION DE ESTEROIDES URINARIOS Y 
PLASMATICOS DURANTE ED EMBARAZO
3 .9 .1  Determinacidn de estriol urinario
Se ha llevado a cabo segdn el mdtodo de Brown, 
1968 (107), modificado por Menini y Bompiani, 1969 (112).
Se siguieron los pasos indicados en el Esque.- 
raa H, que se muestra a continuacidn:
ESQUEMA H
1. Hidrolisis de la orina con CIH + ClNa
2. Extraccidn con dter etflico
3 . Lavado con una solucidn Tampdn D pH 10,5
4 . Separacidn fendlica: dter:hexano/NaOH 1 N
5 . Se ahade CO^HNa (pH 10,3)
6. Extraccidn con dter
7 . Evaporacidn del dter
8. Residue preparado para la reaccidn de Kober
(Auto Analyzer)
1 30a
Las operaciones 2, 3, 4 y 5 del mdtodo se efec- 
tüan an un aparato extractor semiautomdtico ideado por 
Brown, 1968 (111), (Pig. 46)
Fig. 46
En el método de Brown la reaccidn colorimdtrica 
para poner en evidencia los estrdgenos, Kober, I931 (108), 
se efectda manualmente, Brown, 1955 (109), y la densidad d£ 
tica de las muestras se mide a tresllongitudes de onda dis­
tintas, en un espectofotdmetro UNICAM SP 600 y aplicando la 
correccidn de Allen.
Recientemente E. Menini y A. Bompiani han puesto 
a punto en nuestro laboratorio, un sistema para realizar au 
tomàticamente la reaccidn de Kober para los estrdgenos y la 
lectura colorimdtrica de las muestras. (Pig. 47a y 47b).
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muestras
bano
I—  . —  .120refrigerante
egistrader
espectofotdmetro
Fig, 47a AutoAnalyzer para determinacidn de estrdgenos 
durante el embarazo
I
Eig. 47b
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El extracto seco que se obtiens despuds de la e- 
vaporacidn del extracto etdreo, purifieado en el aparato de 
Brown,y que contiene los estrdgenos urinarios, se recoge 
con NaOH 0,1 N y se mezcla con un reactivo de Kober modifi­
cado (2^  de hidroquinona en dcido sulfdrico al 90%) de modo 
que se obtiens un dcido sulfdrico 77%o, Esta solucidn pasa 
primero a travds de una serpentina para mezclas, y en un s_e 
gundo moment0, a travds de un baho de aceite termoregulado 
a la temperatura de 120^ 0.
A la salida del baho (donde ha tenido lugar la 
primera parte de la reaccidn de Kober), la solucidn se en- 
frfa y se diluye con la cantidad de agua necesaria para el 
desarrollo de la segunda parte de la reaccidn. Esta tiene 
lugar, siempre a 1202C, en el mismo baho que se ha utiliza­
do para la primera parte de la reaccidn,
Cuando la reaccidn se ha terminado (mdximo desa­
rrollo del color), la solucidn pasa a travds de un colorfm_e 
tro que contiene una cdlula a flujo continue, donde queda 
registrada la densidad dptica de las muestras a 520 my^  en 
forma de picos, la altura de los cuales es proporcional a 
la cantidad de estriol presents en las muestras urinarias.
La correlacidn de los resultados obtenidos con 
el método original de Brown, 1968, (111) puede verse en la 
Eig. 48.
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Pig. 48 Resultados obtenidos con el método 
original de Brown.
3 .9 .2  Beterminacidn del pregnandiol urinario (Esquema J)
Se ha llevado a cabo siguiendo un método desarro 
llado en nuestro laboratorio.
3 .9 .2.1 HidrOlisis de la orina
1 ml de orina de mujer embarazada se diluye has- 
ta un volumen de 3O ml. La orina dilufda se pasa a un ma- 
traz de fondo redondo -de 100 ml de oapacidad- que contiene 
10 ml de tolueno y 1 6 2 cristales de cuarzo. Se pone en un 
bano de arena callente y se conecta con un:réfrigérante a
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reflujo.
Cuando comienza la ebullicidn se anaden, a travës 
del refrigerante, 3 ml de àcido CIH concentrado.
La hidrolisis de la orina se realiza en un perro 
do de 10 minutos.
3.9.2.2 Separacidn fendlica
Terminada la hidrolisis los matraces se dejan en 
friar. En su contenido, se disuelven alrededor de 5 gr de 
ClNa. El conjunto pasa a embudos separadores (de 150 ml de 
oapacidad) y después de àhadir 20 ml mâs de tolueno se agi­
ta lentamente alrededor de très minutos.
La fase acuosa se decanta y el tolueno se lava, 
primero conlIO ml de ClEa al 25^ en NaOH 1 N y despuës, dos 
veces mâs, con 10 ml de agua.
El tolueno se recoge y pasa a matraces de fondo 
redondo (100 ml de oapacidad) teniendo ouidado de que no pa 
se ninguna gota de la fase acuosa de las adheridas a las 
paredes del embudo separador. El extracto se lleva a seque- 
dad en un evaporador Rotavapor ”R” Mchi, Suiza.
3.9.2.3 Acetilacidn y purificacidn
Al residue seco se ahaden 0,1 ml de piridina y 
0,1 ml de anhidrido acético, y se deja acetilar durante se- 
senta minutos a 5090.
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La mezcla se diluye con 5 ml de benceno y se ha- 
ce pasar por una columna de vidrio que contiene 1 gr de aid 
mina. Se recoge el producto de la elucidn. Por la columna 
se pasan 2 ml mds de benceno que se reccgen tambidn en el 
mismo tubo. El extracto bencdnico se lleva a sequedad a ba- 
no-marfa.
El residue se recoge a 50 yud. de etanol y se pone 
sobre capa fina de gel de sflice.
Al mismo tiempo, sobre la misma plaça, se ponen 
lateralmente alrededor de 10 yxg de pregnandiol di-acetato- 
patrdn. La plaça se desarrolla en un sistema ciclohexano:a- 
cetato de etilo (8:2).
Las zonas latérales, donde se ban desarrollado 
las muestras, se colorean con una solucidn de dicromato po- 
tàsico en âcido sulfdrico concentrado. El gel de sflice de 
las zonas que contienen el pregnandiol di-acetato urinario 
(altura correspondiente a las de las manchas evidenciadas), 
se recoge y se pasa a una columna de vidrio que contiene un 
poco de algoddn hidrdfilo y un estrato de arena marina, pr_e 
viamente lavada con 5 ml de acetona. El gel de sflice se e- 
luye con acetona.
El eluido se recoge en un tubo y se lleva a se­
quedad.
El residue se recoge con 100 jUllde etanol destila 
do. Una fraccidn de este extracto (1/25; 1/50; 1/100, segdn 
la concentracidn del pregnandiol di-acetato) se analiza me- 
diante cromatograffa gas-lfquido.
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3.9.2.4 Cromatograffa gas-lfquido
Aparato usado: Carlo Erba Mod. G.I
Columna: Vidrio
150 cm de largo
Ease estacionaria: OV-1 (^ fo)
Soporte inerte: gas Chrom. Q(100-120 mesh)
Temperatura de la columna: 2309-24090'
Plujo del gas de transporte: 40-45 ml/min
Cada dfa se prépara una curva patrdn con las si- 
guientes cantidades de pregnandiol di-acetato: 0,1; 0,2; 
0,4; 0,6 jug.
Los valores del pregnandiol di-acetato calcula- 
dos en base a esta curva, se deben multiplicar por 0,8, que 
es la relacidn entre el peso molecular del pregnandiol y el 
del pregnandiol di-acetato.
ESQUEMA J LETERMIMCIOU DEL PREGUMDIOLURENARIO DURANTE 
EL EMBARAZO
1. Hidrolisis de la orina
2. Separacidn fendlica
3. Acetilacidn y purificacidn en cromatograffa 
sobre capa fina
4. Determinacidn en cromatograffa gas-lfquido
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3*9.3 Determinacidn de los 17-ceto-esteroides urinarios 
(Esquema K)
Se hizo siguiendo el método descrito, que consi£ 
te en hidrolisis âcida de la orina, Bxtraccidn con dicloro- 
etano y lavado del extracto con NaOH 2 N y H^ O.
Cinco ml de orina se hidrolizan con 0,5 ml de â- 
cido clorhidrico al 37^ y se llevan a haho-marfa a 10010 du 
rante 20 minutos.
Se ahaden 10 ml de 1-2 dicloroetano. Después se 
agita, centrifugando previamente en el caso de que se forme 
emulsidn.
Se lava dos veces con 3 ml de NaOH 2 N, y otras 
dos veces con 3 ml de agua destilada, decantando siempre la 
parte superior y centrifugando previamente cuando se forme 
emulsidn.
El extracto orgànico se lleva a sequedad y los 
ceto-esteroides urinarios se determinan cuantitativamente 
utilizando la reaccidn colorimétrica de Zimmerman.
Al extracto seco se le ahaden 0,1 ml de meta-di- 
nitrobenceno en alcohol absoluto al 0,5^ y 0,05 ml de hidrd 
xido de bencil-trimetil ajnonio al 40^ en agua. Se deja a 
490 durante una noche o a 25-0 durantesdos horas en oscuri- 
dad.
Despuës se ahaden 3 ml de etanol absoluto y se
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lee en un espectofotdmetro a una longitud de onda de 460- 
520-580 nm y en un tiempo mdximo de 20 minutos para que no 
decaiga la coloracidn ivioleta tfpica que se forma en la 
reaccidn.
Paralelamente al extracto seco se preparan dos 
muestras patrdn con 10 ^g de dehidro-epiandrosterona y un 
blanc0 -sdlo con los reactivos- con los que se lleva igual- 
mente adelante la reaccidn.
ESQUEMA K DETERMINACION DE LOS 17-CETO-ESTEROIDES 
URINARIOS
1. Hidrélisis de la orina con HCl
2 .
3.
4.
Extraccidn con 1,2-dicloroetano
2 veces con NaOH 2N
Lavado 
Reaccidn de Zimmermann
2 veces con H^O destilada
3.9 .4  Determinacidn del dehidro-epiandrosterona.sulfato y 
16c(-hidroxi-dehidroepiandrosterona.sulfato en ori­
na y plasma (Esquema N)
Se toman 20 ml de orina d 5 ml de plasma dilui- 
dos en 5 ml de agua.
Se agitan dos veces sucesivas con 20 ml de éter
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etflico para extraer y separar los esteroides libres. La fa 
se orgdnica que contiene estos esteroides se decanta.
Los esteroides-sulfato présentés en la fase acu£ 
sa se hidrolizan usando el mdtodo de Bumstein y Libermann, 
1958 (113).
A la fase acuosa se le anade Clïïa hasta hacerla 
20^ (P/V) y se le ahade para obtener un pH = I.Los es
teroides-sulfatos se extraen de esta solucidn acuosa con un 
volumen de acetato de etilo. Este extracto se deja 14-16 h 
a 37-C en baho-marfa. El acetato de etilo que contiene los 
esteroides libres se lava con una solucidn acuosa de bicar­
bonate .sddico al 5^ . El extracto se lleva a sequedad. Se 
recoge con benceno y se pasa por una columna de aldmina de£ 
activada, como se describe en 3.3.2.1 .
La dehidro-epiandrosterona y 16G6-hidroxi-dehi- 
droepiandrosterona se eluyen de la columna con una mezcla 
de 2,5^ de etanol en benceno.
El eluido se lleva a sequedad y se purifica me­
diants cromatograffa sobre capa fina, y la plaça cromatogrâ 
fica se desarrolla con un sistema ciclohexano/acetato de e- 
tilo (1:1), La zona correspondiente a la dehidro-epiandro_s 
terona (R^ =0,50) y al 16o6-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
(Rp=0,30) se eluyen pasando très veces 5 ml de acetato de £ 
tilo saturado con agua;
Los extractos evaporados y bien secos se dejan 
en un desecador de vacfo durante dos horas. A partir de es­
te estracto seco se preparan los trimetil sililéteres deri-
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vados segdn el método descrito en 3.4.1.2 . Se toma una par 
te y se lleva a cromatograffa gas-lfquido:
Columna: Vidrio
150 cm de largo
Ease estacionaria: OV-210 (1,59^ )
Soporte inerte: gas-Chrom. Q (100-120 mesh)
Temperatura de la columna: 193-C
Flujo del gas de transporte: 50 ml/min
Los tiempos de retencidn obtenidos en el cromat£ 
grama fueron: para la dehidro-epiandrosterona trimetilsilil 
éteres, 12,2 minutos; para la 16M_hidroxi-dehidroepiandrqs 
terona-trimetilsililëter, 13,8 minutos. La recuperacidn 
de la dehidro-epiandrosterona-sulfato y del IGol-hidroxi-de 
hidroepiandrosterona-siyilfato en este método ha resultado 
ser de 789  ^y 729^  respectivamente.
ESQUEMA N DETERMINACION DE LHA.S Y I606-OH-DHA EN ORINA 
Y PLASMA
1. Extraccidn con éter etflico:
-eliminacidn de los esteroides libres-
2. Solvolisis de los esteroides-sulfato
-(segiîn Bumstein y Libermann)
3 . Cromatograffa en columna de alUmina
4 . Purificacidn en cromatograffa sobre capa fina
5. Preparacidn de trimetilsililéteres
6. Determinacidn cuantitativa en cromatograffa gas- 
lfquido
R E S U L T A D O S
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4.1 CONDICIONES OPTIMAS PARA LA REACCION DE ARO 
MATIZACION
Las condiciones para esta serie de experimentos, 
se fijaron en base a las establecidas por Ryan, 1959 (82) 
al estudiar detalladamente "in vitro" los factores que inter 
vienen en la aromatizacidn de los esteroides en la placenta.
En el trabajo anteriormente mencionado pueden 
verse las curvas obtenidas para la conversion de A^-an 
drost-4-en-3,17-diona en estrona en funcidn de la cantidad 
de sustrato incubado y del tiempo de incubacidn. Para el 
primer experimento Ryan utilizd la fraccidn correspondiente
a los microsomas; para el segundo la P..10.000 X g
En nuestro caso se repite esta experiencia pero 
con dos sustratos distintos: dehidro-epiandrosterona y 
16 oC-hidroxi-dehidroepiandrosterona, y se hace en ambos ca 
80S con la ^
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4.1.1 Estudio de la reaccidn de aromatizacidn en funcidn 
de la cantidad de sustrato incubado
Para llevar a cabo este estudio se hicieron incu 
baciones de tejido placentario con dehidro-epiandrosterona 
y 16oC-hidroxi-dehidroepiandrosterona poniendo en cada ma- 
traz distintas cantidades de sustrato.(Tabla XVIII)
TABLA XVIII
1. sin sustrato 8. sin sustrato
2. con 20 ^  de DHA 9. con 20 jKg de 16af-0H-DHA
3. con 50 ykg de DHA 10. con 50 de 16û6-OH-DHA
4. con 100 jxg de DHA 11. con 100 de 16«-0H-DHA
5. con 200 ^ g de DHA 12. con 200 de I60C-OH-DHA
6. con 400 de DHA 13. con 400 de 16 o(-OH-DHA
7. con 600 juig de DHA 14. con 600 de I60I-OH-DHA
4.1.1.1 Material utilizado
La placenta para estos experimentos provenfa de 
una mujer que habfa tenido una gestacidn y un parto total- 
mente normales. La placenta, desde el punto de vista ma- 
croscdpico, era tambidn normal.
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La preparacidn de la y la incubacidn
10.000 X g ^
se hicieron inmediatamente después del parto. Todos los pro 
cesos requeridos se llevaron a cabo a una temperatura com- 
prendida entre los 09C y los 4-C, y segiin los métodos ya 
descritos. (Esquema D, pàg. 112; E, pàg. 116).
La placenta, libre de membranas, corddn umbili­
cal y sangre, preparada para la trituracidn, pesaba 300 gr. 
El volümen del sobrenadante obtenido en la centrifugacidn a
10.000 X  g era de 140 ml.
Por lo tanto se obtuvo un homogeneizado que con- 
tenla la cantidad de enzimas correspondientes a 2 ,14 gr de 
tejido/ 1 ml de ^
4.1.1.2 Incubacidn con dehidro-epiandrosterona y I606-OH- 
dehidroepiandr0sterona
Se dispusieron 14 matraces de incubacidn de 25 
ml con distintas cantidades de dehidro-epiandrosterona y 
16oC-0H-dehidroepiandrosterona, como se indica en la Tabla 
XVIll.
El sustrato se llevd a sequedad con una corrien- 
te de Después se puso en cada matraz el sistema produc- 
tor de NADPH;
G6P 10 0,2 ml de Tampén B
NADP - 5 mg
G6PDH - 2 U ____  ^ en 0,1 ml de Tampdn B
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A todos los matraces se anadid, ademâs, 0,7 ml 
de Tampdn B. La produce!dn de NADPH tuvo lugar a 37-C duran
te 30 minutos. A continuacidn se pusieron 4,7 ml de
F^O 000 x'g équivalentes a 10 gr de tejido placentario, ll£
gando a un volumen final de 6 ml .
Los productos formados en la incubacidn se reçu- 
peraron mediante tres extracciones sucesivas con 10 ml de 
dter/cloroformo (3:1). El extracts Ifquido, que contenfa t£ 
dos los esteroides, se llevd a sequedad.
En este caso, adem^s de la determinacidn de los 
estrdgenos, se hicieron cromatograffas sobre capa fina para 
ver la desaparicidn del sustrato en relacidn con los nuevos 
compuestos formados en la incubacidn, y para comprobar que 
todos los esteroides formados en la incubacidn pasaban al 
sobrenadante en la extraccidn eter/cloroformo (3:1) (Esque­
ma F, pdg 122).
4.1.1.3 Desaparicidn del dehidro-epiandrosterona y 16od- 
hidroxi-dehidroepiandrosterona
La figura 49 muestra el aspects de la plaça cro- 
matogrdfica en la que se estudid el process de la desapari­
cidn de la dehidro-epiandrosterona.
La Tabla XIX muestra los correspondientes.
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Bl, 20 50 100 200 400 600 —
aO O O O O O O
o o o o o o
d
T
O O
n
(" )A*A
0 )dha
Pig, 49 Incubacidn de tejido placentario con DHA
a, b, c, d —►No interesan a nuestro estudio 
Col —► colesterol _ DHA
E1 estrona
dehidro-
epiandrosterona
Eg -► estradiol 
^4^ —► androstendiona
6 Ag -► androstendiol
T testosterona
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TABLA XIX TABLA XX
Compuestos
a 0,82
b 0,73
L 0,72
c 0,56
Col. 0,53
^2 0,47
A 0,47
DHA 0,40
d 0,30
0,29
T 0,17
Compuestos Bp
Col. 0,85
16 D 0,67
16 A 0,66
e 0,58
0,32
f 0,30% 0,24
16 T 0,19
g 0,07
La figura 50 muestra el aspecto de la plaça cro- 
matogrdfica en la que se estudid el proceso de desaparicidn 
de 16 od-hi droxi-dehidro epiandrosterona.
En la tabla XX se encuentran los correspondien
tes.
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100 200 400 600
O OCol
J6DHA
16T
Fig. 50 Incubacidn de tejido placentario con 16(X -OH-DHA
e, f, g No interesan a nuestro estudio
Col colesterol
16 DHA 160(-OH“dehidro- 
epiandrosterona
"3 estriol 16 T —
androstentriol
16C< -hidroxi- 
testosterona
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4.1.1.4 Examen del residue de la extraccidn cloroformo:dter 
(3:1)
Las figuras 51 y 52 muestran el aspecto de las 
plaças croraatogrdficas en las que se estudid el residuo de 
la extraccidn cloroformo: dter (l:]). En la figura 51 el 
sustrato era dehidro-epiandrosterona. En la 52, 16oC -hidro_ 
xi-dehidro epi andro st erona.
4.1.1.5 Determinacidn de los estrdgenos formados en la in­
cubacidn.
Para la determinacidn de los estrdgenos se si- 
guieron los mdtodos descritos en el esquema F (pdg. 122).
Los resultados obtenidos pueden verse a'continuacidn. La Ta 
bla XXI muestra la aromatizacidn de la dehidro-epiandroste­
rona expresada en yg de estradiol formado/gr tejido plac. 
en 45 minutos de incubacidn.
TABLA XXI
20 DHA 1,46 y g Eg/gr tej.
50 y g DHA 3,25 Eg/gr tej.
100
h
DHA 4,02 hë Eg/gr tej.
200 DHA 4,19 kg Eg/gr tej.
400 y  g DHA 4,33 jug Eg/gr tej.
600 y~g DHA 3,23 Eg/gr tej.
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1. Estrona
2. Colesterol
3. Estradiol
4. Testosterona
5. A ^-androstendiona
6. Dehidroepiandrosterona
5
7. A -androstendiol
Fig. 51 Residuo de la ex­
traccidn éter-cl£ 
roformo (3:1).
Fig. 52. Residuo de la ex­
traccidn dter-cl£ 
roformo (3:1)
1. Colesterol
2. 16oC-0H-androstendiona
3. Estriol
4. 16 ol-OH-dehidroepian 
drosterona
5
5. A -androstentriol
6. 16c<-0H-testosterona
20 5o loo 2oo —
0 0 0 0 0 0 0
©
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En la figura 53 pueden verse estos dates expresa 
dos grâficamente.
^  E^+E^/gr tej
50
40
30
20
10
100 200 300 400 500 600
Fig. 53 Aromatizacidn de DHA
la Tabla XXII muestra la aromatizacidn del 160d- 
Mdroxi-dehidroepiandrosterona, expresada en yUg de estriol 
formado/ gr tejido plac. en 45 minutos de incubacidn.
TABLA XXII
20 Lgiea^OH-DHA 
50 yUg 160C-OH-DHA 
100 16CX-0H-DHA
200 yUg I60C-OH-DHA 
400 16o(-0H-DHA
600 yl*ê 1606-OH-DHA
1,4 E^/gr tej.
2.0 Ig E^/gr tej.
2.0 Lg E^/gr tej.
1,8 M  E/grtej.
1,5 Lg E^/gr tej.
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En la figura 54 pueden verse estos dates expresa 
dos grâficamente.
^  E y  gr tej.
30
20
600500400300200100
Fig. 54 Aromatizacidn de 16(%-OH-DHA
4.1.2. Estudio de la reaccidn de aromatizacidn en funcidn 
del tiempo de incubacidn
Para llevar a cabo este estudio se hicieron incu 
baciones de tejido placentario con dehidro-epiandrosterona 
y 16 tid-hi droxi-dehidro epiandrost erona durante tres horas, y 
se tomaron muestras del incubado en los tiempos que a conti 
nuacidn se indican:
20, 45, 60, 90, 105, 120, 150 y 180 minutos»
4.1.2.1 Material utilizado
Para estos experimentos se utilizaron dos placen 
tas (que llamaremos A y B), provenientes de mujeres que ha-
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bfan tenido un embarazo y parto completaraente normales. Las 
placentas, desde el punto de vista macroscdpico, eran tam­
bidn normales.
La preparacidn de la F._ ... y la incubacidn
10.000 X g
se hicieron inmediatamente despuds del parto. Todas las op£ 
raciones requeridas se realizaron a una temperatura compren 
dida entre los 02C y los 4-C y segiîn los mdtodos ya descri­
tos (Esquemas D, pâg. 112; E, pâg. 116).
Las placentas, libres del corddn umbilical, mem­
branas y sangre, y preparadas para la trituracidn, pesaban:
A = 304 gr B = r 24.0 gr
El volümen del sobrenadante obtenido de la frac­
cidn 10.000 X g era:
A = 152 ml B = 125 ml
Por lo tanto, el contenido del sistema enzimàtico serfa el
correspondiente a 2 gr de tejido/l ml F^^ x g ^ 1,92 gr
de tejido/l ml F._ respectivamente. ^ 10.000 X g
4.1.2.2 Incubacidn con dehidro-epiandrosterona y 16c4-hidro 
xi-dehidroepiandrosterona
Se preparan cuatro matraces de incubacidn de 
200 ml con la cantidad de sustrato necesario para sacar un 
volumen de incubado en cada tiempo, correspondiente a 100yxg 
de sustrato;
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1. 900 yug de DHA 3. 900 yug de 1 6 -OH-DHA
2. 900 ^  de DHA 4. 900 jAg de 160^-OH-DHA
se llevaron a sequedad con una corriente de nitrdgeno.
Se anaden a cada matraz los cofactores correspon
dientes;
G6P - 90 mg
NADP - 45 mg
G6PDH - 18 U
en 1,8 ml de Tampdn B 
>en 0,9 ml de Tampdn B
Y se tiene 20 minutos en incubadora Dubnoff a 37-C para la 
generacidn del NADPH.
Despuds se anaden 0,3 ml de Tampdn B a los matra 
ces 1 y 3 donde se incubarà tejido de la placenta A, y 5,3 
ml de Tampdn B a los matraces 2 y 4 en los que serâ incuba­
do el tejido de la placenta B. Asf se tienen voliîmenes igua 
les en todos los matraces.
A continuacidn se anade el tejido placentario:
Placenta A - 45 ml de ^ equivalents a 10 gr
de tejido por cada tiempo de incubacidn.
- 40 ml de ^ équivalentes a 8,45
gr de tejido por cada tiempo de incuba­
cidn.
Placenta B
Se incuban a 37-C durante 30 minutos, en presen- 
cia de aire, y en cada tiempo senalado (3;1. 2) se toma una 
parte del incubado (5,3 ml del matraz correspondiente a la
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placenta A, équivalente a 10 gr de tejido, y 5 ml del ma­
traz correspondiente a la placenta B, equivalents a 8,5 gr 
de tejido) y se para la reaccidn con los primeros 10 ml de 
la mezcla dter/cloroformo (3:1) que utilizaremos para la ex 
traccidn de los estrdgenos formados.
Paralelamente se realiza el experimento con un 
blanco que no contiene esteroides.
4.1.2.3 Determinacidn de los estrdgenos
La determinacidn de los estrdgenos formados en 
cada tiempo, se lleva a cabo, como ya se indicd anteriormen 
te, (Esquema E, p4g. 122).
La Tabla XXIII (pâg. 154) muestra la aromatiza­
cidn de la dehidro-epiandrosterona. Se expresa en jjjg de 
estrona + estradiol formado/gr tejido en los distintos tiem 
pos de incubacidn ensayados.
Las figuras 55 y 56 (pàgs 155 y 156) expresan 
gr^ficamente estos resultados.
La Tabla XXIV (pàg. 154) muestra la aromatiza­
cidn del 16bC-hidroxi-dehidroepiandrosterona. Se expresa en 
yUg de estriol formado/gr tejido en los distintos tiempos 
de incubacidn ensayados.
Las figuras 57 y 58 (pdgs. 157 y 158) expresan 
estos resultados grdficamente.
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4.1.3 Interpretaci6n de los resultados
Los expérimentes descritos anteriormente nos per 
miten establecer imas condiciones patrdn, dptimas para rea- 
lizar "in vitro" la incubacidn de sustratos esteroides -d£ 
hidroepiandrosterona, 16oC-hidroxi-dehidroepiandrosterona- 
con fraccidn 10.000 x g de tejido placentario.
Los pardmetros estudiados fueron dos; la canti- 
dad de sustEato y el tiempo de incubacidn.
Las Tablas XXI y XXII, (Pâgs. 147 y 149) y las 
figuras 53 y 54 (pdgs. 149 y 150) nos ponen de manifiesto 
cdmo la cantidad de estrdgenos formados en la incubacidn,in 
crementa proporcionalmente a la cantidad de sustrato incuba 
do mientras nos mantenemos entre 20 y ^00 jJLg» A partir de 
100 ykg, aunque sigamos incrementando la cantidad de sustra 
to, no aumenta ya la cantidad de estrdgenos formados. Quie- 
re decir que la capacidad aromatizante de la placenta tiene 
un limite; parece ser que llega un memento en que se da una 
saturacidn del sistema aromatizante que imposibilita la 
reaccidn.
Cuando se sobrepasan los 400 ytcg de sustrato, pa 
rece sentirse una inhibicidn de esta capacidad aromatizante, 
pues en los valores obtenidos despuds de este nivel de sus-
160
trato se observa una tendencia al descenso en la produccidn 
de estrdgenos. Esta tendencia podrfa deberse a la formacidn 
de productos hidroxi-derivados de los estrdgenos (6-OH y 
2-OH) no détectables con los mdtodos utilizados. La compr£ 
bacidn de este hecho podrfa ser de interds para futuras in- 
vestigaciones.
Se ha hecho despuds-iun estudio cualitativo de la 
desaparicidn del sustrato, Pig. 49 y 50 (Pdgs. 144 y 146), 
y se ha comprobado que cuando se ponen cantidades de sustra 
to comprendidas entre 20 JjLg y 100 |tg, hay una conversidn 
total del sustrato en estrdgenos, mientras que cuando se s£ 
brepasa esta cantidad, comenzamos a detectar sustrato no 
consumido y tambidn, esteroides precursores a distintos ni­
velés, que no llegan a ser convertidos en estrdgenos.
La cantidad de estes esteroides aumenta a medida 
que seguimos aumentando la cantidad de sustrato incubado.
Estas observaciones son vdlidas tanto para las 
incubaciones con dehidro-epiandrosterona como para las incu 
baciones con 160( -hidroxi-dehidroepiandrosterona.
Le la misma manera en las Tablas XXIII y XXIV, 
(pdg. 154) y las figuras 55 y 58 (pdg. 155 y 158), vemos 
que la formacidn de estrdgenos aumenta de modo proporcional 
al tiempo de incubacidn mientras nos mantenemos en tiempos 
comprendidos entre 45-60 minutes aproximadamente. Sobrepa- 
sando estes tiempos, los valores de estrdgenos formados, se 
estabilizan, y despuds de dos horas de incubacidn parece 
que tienden a disminuir.
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Tambidn aquf el.proceso es el mismo para el caso 
de la dehidroepiandrosterona que para la 1 6 -hidroxi-dehi­
droepiandrosterona .
Los valores obtenidos para incubaciones con deh_i 
dro-epiandrosterona j 16^-hidroxi-dehidroepiandrosterona, 
coinciden prdcticamente con los resultados obtenidos por 
Ryan, 1959, (82) haciendo incubaciones con androstendiona.
En este apartado se hizo ademds un estudio para 
comprobar que en la extraccidn dter:cloroformo (3:1) no se 
perdfa ningdn esteroide. Para ello se analizd, mediante cr£ 
matograffa sobre capa fina, el residue de la extraccidn.
Las figuras 51 y 52 (pâg. 148), que muestran los resultados 
obtenidos, nos dicen que no quedan cantidades détectables 
de estrdgenos en dicho residue.
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4.2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD EUZIMATICA DE LA 
PLACENTA EN RELACION CON LA PRODUCCION DE 
ESTROGENOS
En las experiencias que se describen a continua- 
eidn hemos estudiado la biosfntesis de los estrdgenos "in 
vitro", incubando preparaciones de tejido placentario prove 
niente de placentas normales y patoldgicas con sustratos es 
teroides de 19 dtomos de carbono, ya que sabemos que éstos 
son compuestos intermedios en las vfas biosintdticas para 
la produccidn de los estrdgenos.
Con estas experiencias nos proponemos investigar 
si se pueden detectar deficiencias enzimâticas (de una o va 
rias enzimas), y qud relacidn tienen estas deficiencias con 
la marcha general de la aromatizacidn en la placenta.
Para ello se llevaron a cabo los siguientes gru-
pos de experiencias:
1. Estudio de la aromatizacidn en un grupo de placen
tas normales.
2. Estudio de la aromatizacidn en un grupo de placen
tas con insuficiencia placentaria. Relacidn entre
actividad aromatizante y sulfatâsica en este gru-
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po de placentas,
3. Estudio de la aromatizacidn en un grupo de placen 
tas patoldgicas: fetos anancefâlicos, toxemias y 
anemia hipocrdmica.
3.2.1 Aromatizacidn en un grupo de placentas normales
Entendemos por placentas normales, las provenien- 
tes de pacientes que no han sufrido ninguna enfermedad duran 
te el embarazo, que condujeron una gestacidn y parto norma­
les y que, recogidas inmediatamente despuds del parto, pre- 
sentaban un aspecto macroscdpicamente normal.
El tejido placentario en todos los casos, se pre- 
pard como se ha descrito en el Esquema D (pdg. 112).
3.2.1.1 Material utilizado
Para este grupo de experiencias se ha utilizado 
la fraccidn 10.000 x g y tambidn la fraccidn de los microso- 
mas de 13 placentas. La incubacidn de las dos fracciones se 
hizo por separado resultando un total de 26 incubaciones, da 
do que la amplitud y larga duracidn de cada experimento no 
permite hacer conjuntamente la incubacidn de las dos fracci£ 
nés.
Los sustratos utilizados en este grupo de expe­
riencias han sido los siguientes:
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Dehidro-epiandrosterona 
19-hi droxi-dehi dro epiandro st erona 
Dehidro-epiandrosterona-sulfato 
• Androstendiol 
19-hidroxi-androstendiol 
Androstendiol-sulfato 
Androstendiona 
19-hidroxi-androstendiona 
Testosterona 
19-hidroxi-testosterona 
16o^-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
160^  -hidroxi-androstendiona 
16oC-hidroxi-testosterona 
(Nombres sistemdticos pdg, 84).
Como es obvio no se han utilizado todos los sus­
tratos en todas las incubaciones por la imposibilidad de 
llevar adelante, bajo las raismas condiciones, una cantidad 
de material que se sale fuera de las posibilidades de mane- 
jo. Por el mismo motivo no han podido hacerse los experimen 
tos por duplicado.
El anàlisis de los estrdgenos formados en la in­
cubacidn se hizo segiîn los mdtodos ^pliamente descritos y 
de los que puede verse un resumen en el Esquema F (pdg.122)
4.2.1.2 Valores medios obtenidos
Las dos Tablas que se presentan a continuacidn
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muestran los resultados de la produccidn de estrdgenos en 
las distintas incubaciones.
. TABLA XXV (pâg. 166); Cantidad de estrdgenos 
producidos en las incubaciones de varies sustratos esteroi­
des de 19 dtomos de carbono con fraccidn 10.000 x g. La un£
dad en que se expresan estes dates es en nano-moles de es­
trdgenos formados/gr de tejido en 45 minutes de incubacidn.
TABLA XXVI (pdg. 167): Cantidad de estrdgenos 
producidos en las incubaciones de varies sustratos esteroi­
des de 19 dtomos de carbono con fraccidn de microsomas. La
unidad en que se expresan eslla misma que en la Tabla XXV.
En la Figura 59 (pdg. 168) estdn expresadas cla- 
ramente estas variaciones.
Sü han calculado las médias y las desviaciones ' 
standard que nos ponen de manifiesto estas oscilaciones pa­
ra el grupo de placentas normales estudiadas. Nos servirdn 
como punto de referenda para establecer a qud nivel estd 
la capacidad aromatizante de las placentas con insuficien- 
cias y las patoldgicas.
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4,2.2 Interpretacidn de los resultados
De la observacidn de la figura 59 (pâg. 168) que 
recoge los dates de las Tablas XXV y XXVI (pdg. 166 y 167), 
podemos deducir en primer lugar, que existe una gran varia- 
bilidad en la capacidad aromatizante de unas placentas con 
respecte a otras. Y también, que aün dentro de cada placen 
ta se observan grandes variaciones segiîn los sustratos uti­
lizados.
Asf; los 19-bidroxi-esteroides (y especialmente 
el 19-hidroxi-androstendiona y el 19-hidroxi-testosterona), 
muestran valores màs altos que los desoxi-esteroides corre£ 
pondientes (androstendiona y testosterona), pareciendo indi^  
car que son precursores mds prdximos en la cadena de com­
puestos que conducen a la formacidn de estrdgenos.
Los 16o(-hidroxi-esteroides precursores del es- 
triol, permanecen a un nivel de aromatizacidn mds ba^o que 
el que cabrfa esperar; quizd porque faite en el medio de in 
cubacidn alguna condicidn favorable para laaaromatizacidn 
de este grupo de compuestos. Serfa dste otro punto intere- 
sante de aclarar en estudios posteriores.
Estudiando comparativamente las dos Tablas antes
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mencionadas, vemos que en Ifneas generates la fraccidn
10.000 X g aromatisa mds que la fraccidn de los microsomas; 
probablemente porque en las operaciones que conducen a la 
preparacidn de los microsomas hay pérdida parcial de la ac­
tividad enzimàtica.
De lo anteriormente expuesto se desprende que es 
diffcil interpretar en tdrminos absolûtes la capacidad aro­
matizante de la placenta, y mucho mds, por tanto, estable­
cer el limite entre normalidad y patologfa, valiéndose de 
estes paramétrés.
Por eso esz necesario interpretar estes resulta­
dos y utilizarlos como una informacidn de la Ifnea de com- 
portamiento mds que como tdrminos de comparacidn absolûtes. 
Aunque résulta évidente, como veremos mds adelante, que se 
puede establecer un "cierto nivel^ ' de aromatizacidn de las 
placentas normales, que no es alcanzado en la mayorfa de 
los casos, por los valores obtenidos en incubaciones hechas 
con placentas clasificadas como patoldgicas desde el punto 
de vista mddico (insuficiencias placentarias, fetos anance- 
fàlicos, etc.).
4 .2 .3  Cindtica de la transformacidn de los 16eC-hidroxi-es 
teroides
En 1967, Menini y Eagel (114) demostraron por m_e 
dio de estudios cindticos que en la placenta humana los des_ 
oxi-estrdgsnos se sintetizan a travds de la siguiente vfa:
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androst-4~eno-3,17-diona — ►  19-OH-androstendiona — ►
— ^  estrona — ^  estradiol-17p
En 1969; Fahamy y col., (115) comprobaron que e£ 
tas vfas biosintdticas operabanaen el cuerpo Idteo.
En los dltimos anos se ha demostrado repetidamen 
te (116) que durante el embarazo la 16 -hi droxi-dehi dro ep^ 
androsterona producida por el feto, es el principal precur­
sor del estriol que se forma en la placenta. Sin embargo se 
desconoce la secuencia de las reacciones implicadas en el 
paso de 16oC-hidroxi-dehidroepiandrosterona a estriol.
4 .2.3 .1 Material utilizado
A continuacidn se presentan los resultados de al 
gunos experimentos referentes a la aromatizacidn de los 
16cx-hidroxi-esteroides de la serie del androstano en frac­
ciones microsdmicas del tejido placentario humano.
La preparacidn (Esquema D, pdg. 112), incuba­
cidn (Esquema E, pdg, 116) y andlisis de los esteroides (E^  
quema F, pdg. 122) se hicieron segdn los procedimientos de£ 
critos en el apartado correspondiente de Mdtodos.
4.2.3 .2 Conversidn de 160C-hidroxi-testosterona y 16(X-hi­
droxi-androstendiona en estriol
La figura 60 muestra la conversidn de 16o6-hidr2 
xi-testosterona en estriol. En dste y otros experimentos ana
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40
20
m m
10 20 30 40 50 600
Fig. 60 Conversion de I60C-OH-T en
logos no se han podido poner en evidencia m^s compuestos 
que él estriol.
En la figura 61 podemos ver la formacidn de es­
triol a partir de 16(X-hidroxi-androstendiona.
/■
E
3
60
40
16- OH-T
10 20 30 40 50 60 min0
Fig. 61 Conversion de 16 oc-OH-A en E.
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El nivel de estriol formado a partir de este corn 
puesto es dos veces mâs alto que el obtenido utilizando co­
mo sustrato precursor 16oC-hidroxi-testosterona. Ademâs, du 
rante la aromatizacidn de 16o<l-hidroxi-androstendiona se 
pueden detectar pequenas cantidades de 16(X-hidroxi-testos­
terona en todas las incubaciones, despuds de los 10 prime- 
ros minutos.
4.2.3.3. Conversidn de 16^-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
en estriol
En la Tabla XXVII'pueden verse los resultados ob 
tenidos en una incubacidn tfpica de 160<-hidroxi-dehidroepi_ 
androsterona.
TABLA XXVII .PROLUCTOS PORMABOS DURANTE LA INCÜBACION DE 
16CC-0H-DHA
10 min
16oC-hidroxi-androstendiona 
16,û(^ -hidroxi-estriol
compuesto desconocido (abs. U.V. 254 nm)
60 min
16cx-hidroxi-androstendiona 16,5 n mol 
andostentriol 107,0 n mol 
estriol 74,9 n mol 
16(X-hidroxi-testosterona 14,2 n mol
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En varies experimentos en que se incubd 16c<.-hi- 
droxi-dehidroepiandrosterona, con la fraccidn microsdmica 
del tejido placentario, se observd la formacidn de andros- 
tentriol (androst-5-eno-3 P -16^ , 17p>-triol) y tambidn pe­
quenas cantidades de estriol.
En las fases iniciales de la reaccidn se detec- 
taba con frecuencia 16X-hidroxi-androstendiona y alguna 
vez 16o(-hidroxi-estrona.
4.2.3.4 Identificacidn de un 16ct,ig_aihidroxiandrost-4- 
-eno-3;l7-diona precursor de estriol
jAdemàs de los compuestos arriba mencionados, a- 
parece otro, que no estaba présente en el blanco de tejido 
y que presentaba absorcidn a la luz ultravioleta (254 nm).
Como puede verse en la figura 62 la movilidad 
cromatogrâfica del compuesto desconocido es semejante a la 
calculada para _el esteroide. 16(X,19-dihidroxiandrost-4- 
-eno-3 ,17-diona, compuesto, que teniendo en cuenta los cono_ 
cimientos acerca de la aromatizacidn del anillo A de las m£ 
Idculas esterdidicas, podrfa muy bien ser un compuesto in- 
termedio para la produccidn de estriol.
Despuds de aislar este compuesto desconocido a 
partir de la mezcla de incubacidn, mediante cromatograffa 
sobre capa fina (2.4.1) y de incubado con microsomas placen 
taries, se vio que se obtenfa un compuesto que parecfa ser 
semejante al estriol.
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- O H
0
"CPE^"—► compuesto 
precursor de estriol
Pig. 62
Caracterfsticas
1) TLC en sistema cloroformoretanol (9:1)—►Rp = 0,44 
Rp calculado en base a los valores de:
y suponiendo que el compuesto desconocido tiene 
A Rjj^ (19-H-^ 19-OH) Rp = 0,42
2) Incubado con microsomas placentarios, NAPDHy 0^ da 
estriol, determinado con la reaccidn de Kober y so­
bre el extracto purificado segdn Brown.
3) El t^ del estriol obtenido a partir de incubaciones 
de "CPE^” en gas-cromatograffa (1,5^  OV-1 ; 2252) 
como 3-metil-dter-16c< ,17^ -diacetato es de 21,7 min; 
igual que el del estriol-3-metil-dter-16(X , 17f>-diac£ 
tato patrdn
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Se caracterizd como un compuesto metilado en 3, 
después de la metilacidn, columna de alTÎmina y reaccidn de 
Kober ( max=517 nm) (108). Una porcidn de este compuesto 
metilado en 3 se acetild (117) y analizd mediante gas-croma 
tograffa (3.4). En el cromatograma aparecid un pico con un 
tiempo de retencidn de 21,7 minutos (ver las condiciones en 
la figura 62), iddntico a la del estriol-3-metil-16o(,17p- 
-diacetato.
n moles
300
250
200
150
Pig. 63
100
60 min.50403020G 10
En esta figura 63 puede verse la grâfica que re­
présenta la conversidn de 16oC-hidroxi-androstendiona en e£ 
triol con los productos intermedios que han podido detectar 
se y medirse.
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En este experimento, el compuesto intermedio po£ 
tulado 1606,19-dihidroxiandrost-4-eno-3)17-diona (l) se de- 
tectaba en las muestras tomadas a los 20 y 30 minutos de in 
cubacidn. El estriol comenzaba ya a medirse a los 20 minu­
tos de incubacidn.
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4.2.4 Interpretacidn de los resultados
Los resultados de este estudio estdn de acuerdo 
con la hipdtesis de que en la placenta el estriol se forma 
a partir del 16o(-hidroxi-dehidroepiandrosterona y a travds 
de la siguiente secuencia de compuestos:
16oC-hidroxi-dehidroepiandrosterona 16oC-hidroxian
drost-4-eno-3,17-diona ' ■"» 1 6 ,  19-hidroxiandrost-4-
-eno-3; 17-diona — ►  (16^-hidroxi-estrona) ^
— ^  estriol
El hecho de que el 16o(-hidroxi-estrona (probable 
mente el precursor inmediato del estriol), no pueda detec- 
tarse normalmente o se encuentre en pequehfsimas cantidades, 
puede explicarse fdcilmente conociendo el alto nivel de con 
versidn de 16<X-hidroxi-estrona en estradiol, en incubacio­
nes de tejido placentario a las que se ahadfa un sistema g_e 
nerador de NADPH.
En un experimento en que se incubaron 100 yUg de 
16o6-hidroxi-estrona, bajo las condiciones patrdn, se encon 
trd que al cabo de 2 minutos, sdlamente 5,5 pg del sustrato
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quedaba sin haber sido transformado; el resto podfa identi- 
ficarse ya como estriol. Esto supone una conversidn de 16,0 
n mol de sustrato por gr de tejido en un minute.
Por lo tanto, el presente estudio, parece poner 
de manifiesto que la 16c(,19-dihidroxiandrost-4-eno-3,17- 
-diona, es un compuesto intermedio en la conversidn de la 
16^-hidroxi-dehidroepiandrosterona en estriol.
Eri este proceso la 16o(-hidroxi-androstendiona a- 
parece como el primer producto de la transformacidn de la 
16(X-hi droxi-dehi dro epi androsterona y la 16c<-hidroxi-estro- 
na, el precursor inmediato del estriol.
Tanto la 16(X-hidroxi-testosterona como la 16^ - 
-hidroxi-androstendiona pueden transforraarse en estriol; p_e 
ro se ha visto que la capacidad e^.,vla primera para ser aro- 
matizada^es aproximadamente la mitad que la de la segunda.
Esto, junto con otros estudios précédantes, (114) 
sugiere que la 19-hidroxilacidn, reaccidn obligatoria para 
la aromatizacidn del anillo A de los esteroides, tiene lu­
gar preferentemente en sustratos que tienen un grupo oxo en 
posicidn 17.
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4,2.5 Aromatizacidn en casos de insuficiencia placentaria
Entendemos por placentas con insuficiencia pla­
centaria las provenientes de pacientes con una excrecidn de 
estriol en orina, inferior a 10 mg en 24 horas, durante el 
liltimo mes del embarazo.
4.2.5.1 Material utilizado
Para este grupo de experiencias se utilizd ünica
mente la F._ que fue preparada como se describe en10.000 X g ^
el Esquema D (pâg. 112). Se hicieron por lo tanto 14 incuba 
ciones (Esquema E, pàg. 116) con los siguientes sustratos:
Dehidro-epiandrosterona 
Dehidro-epiandrosterona-sulfato 
Androstendi ona
16oc-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
16 oc-hidroxi-androst endiona
En très de las incubaciones se pusieron tambidn 
androstendiol y androst endidr-sulf at o. El anâlisis de los e£ 
trdgenos formados en las incubaciones se hizo como se ha in 
dicado anteriormente en el Esquema E (pdg. 122).
4.2.5.2 Valores obtenidos y relacidn con los valores de 
placentas normales.
Los resultados pueden verse en la Tabla XXVIII.
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TABLA Xmil PRODUCCIOH DE ESTROGENOS EN INCUBACIORES DE
10.000 X g
PROyHELEîIEG DE INSUFICIETCIA3 PLACEiTARIAS
Pac.nô D DS A A^Ag A^A^S 16D 16A
14 2,14 5,26 5,64 10,53 11,06
15 3,05 1,71 2,66 1,46 1,85 .
16 3,26 2,63 2,56 2,95 2,59
17 3,47 3,01 3,22 0,63 0
18 0 0 0 0
19a 5,29 0 9,54 4,53 6,62
19b 4,14 0,42 3,92 3,43 2,24 2,45 3,29
20 0,24 0,24 0,17 0,07 0 0
21 1,36 1,33 1,22 0,73 0,93
22 0,80 0,84 0,94 0,77 0,52 0,29 0,46
23 1,36 1,33 2,35 0,89 0,91
24 0,70 0,63 - 0,70 0,59 0,83
25 0,90 0,87 0,20 1,09 0,56
26 1,26 1,26 1,61 0,66 0,26
Todos los datos estdn ezqjresados en nano-iTioles de estrogenos formados/gr 
tejido incubado en 45 min.
Abreviaturas pâg. yi
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M  figura 64 muestra gràficamente estos datos y 
los valores medios obtenidos en un grupo de placentas norma 
les.
D  dehidro-epiandrosterona
DSdehidro-epiandrosterona- 
sulfato
A  Androstendiona
Androstendiol
S androstendiol sulfato
16D 160C-OH-dehidroepian-
drosterona
16A  16c<-OH-androstendiona
Fig. 64 Aromatizacidn en insuficien 
cias plaoentarias
12 •
10 -
o •
A^ SD DS A 16 0 ISA
DesviAcidn standard 
Media
Placentas normales
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4.2,6 Interpretaci(5n de los resultados
También en este oaso observâmes, al estudiar la a 
romatizacidn del grupo de placentas normales, que existe u- 
na gran variabilidad en la capacidad aromatizante de las 
distintas placentas; y aiin dentro de cada placenta vemos 
que varia esta capacidad segiîn los sustratos empleados.
Pero lo que se deduce claramente de la observa- 
ci6n de la figura 64 (p^ g. 182), es que en cas! todos los 
casos los valores correspondientes a este grupo de placen­
tas con insuficiencia, quedan por debajo de los valores in- 
feriores obtenidos para el conjunto de placentas normales 
estudiadas,
S6I0 hay un caso, que se estudiarà detenidamente 
mâs adelante, que tiene unos valores normales para todos 
los sustratos, exceptuando el dehidro-epiandrosterona-sulfa 
to, que cas! no aromatiza.
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4.2.7 Relacidn entre la actividad aromatizante y la activi 
dad sulfatâsica en los casos de insuficiencia placen 
taria
Las enzimas aromatizantes de la placenta trans- 
forman algunos esteroides elaborados por el feto, en estrd- 
genos (116).
La presencia de los estrdgenos y su progresivo . 
increments a lo largo del embarazo, se puede considerar co- 
mo un dato vàlido en relacidn con la funcionalidad metabdli 
ca del feto y de la placenta (118).
Los principales precursores fetales de los estr^ 
genos son el dehidro-epiandrosterona-sulfato y el 16sX.-hi- 
droxi-dehidroepiandrosterona-sulfato. Se cree que estos pre_ 
cursores son hidrolizados por la placenta antes de su aroma 
tizacidn.
En 1969 France y Liggins (119) estudiaron la pla­
centa de una mujer que durante el embarazo habfa eliminado 
muy pequenas cantidades de estrdgenos. Estudios "in vitro" 
de esta placenta revelaban que el tejido no posefa actividad 
sulfatàsica. El nino era aparentemente normal.
Los autores atribufan esta baja excreccidn de es- 
trdgenos durante el embarazo a la deficiencia sulfatdsica 
de la placenta.
En 1970 Cedar (120) y Menini y col (121) descri- 
bieron otros dos casos muy significativos de placentas con
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deficiencias sulfatdsicas.
4.2*7.1 Material utilizado
Con nel fin de indagar la causa, o quizâ las cau 
sas, de los casos de baja excreccidn de estfdgenos durante 
el embarazo, se llevd a cabo el estudio de la actividad sul 
fatàsica y aromatizante de un grupo de 12 de estas pacienies
Las placentas fueron recogidas y elaboradas inme_ 
diatamente después del parte y mantenidas siempre a una tem 
peratura de 4-C.
Los métodos utilizados han sido descritos ante- 
riormente: preparacidn de lapplacenta (Esquema D, pâg. 112) 
determinacidn de la actividad sulfatàsica (3.8), anàlisis 
de los esteroides (3.7).
La determinacidn de los estrdgenos totales se 
llevd a cabo por el mëtodo de Brown y col. (107) como estâ 
descrito en 3.7.1 .
El pregnandiol urinario ha sido determinado por 
cromatograffa gas-lfquido como diacetato después de purifi- 
caci(5n en columna de aliimina, como puede verse en 3.3*2.1
Los 17-cetoesteroides se deterrainaron como reco- 
mienda la Medical Research Council Committee on Clinical Eh 
docrinology .
El dehidro-epiandrosterona-sulfato y el 16oC-hi- 
droxi-dehidroepiandrosterona-sulfato urinarios, se determi-
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naron por cromatograffa gas-lfquido como derivados trimetil 
sililéteres de los esteroides libres obtenidos por solvoli- 
sis. (3 .9.4)
El raisrao procedimiento se utilizd para la deter 
minacidn de dehidro-epiandrosterona-sulfato y 16<X-hidroxi 
-dehidroepiandrosterona-sulfato plasmàticos.
4 .2.7 .2 Valores obtenidos
La figura 65 muestra la actividad sulfatàsica 
de un grupo de 12 placentas procédantes de embarazos norma­
les.
------  Mean
400
300
200
100
n moles sust# hidrolizado/   S D
gr tej. 20 min
ê
DS PS
Eig. 65 
Abreviaturas pàg. XI
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Los sustratos usados son dehidroepiandrosterona-sulfato y 
pregnandiol-sulfato. La actividad sulfatàsica viens expresa 
da en nano-moles de sustrato hidrolizado por gramo de teji­
do placentario fresco y por 20 minutos, resultando:
2533+ 46 para el DHA.S y 291 + 53 para el ^-P.S
En la figura 66 podemos ver la actividad de las 
enzimas aromatizantes en un grupo de placentas normales.
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Los sustratos usados en este caso, han sido:
Dehidro-epiandrosterona 
Dehidro-epiandrosterona-sulfato 
Androst endi ona
16 oc-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
16 06-hidroxi-androstendiona
La actividad aromatizante se ha expresado en na­
no-moles de estrdgenos formados por gr de tejido placenta­
rio fresco en 45 minutos.
Los resultados obtenidos han sido los siguientes;
dehidro-epiandrosterona 10,1 + 5,05
dehidro-epiandrosterona-sulfato 8,52+ 1,15
androstendiona 7,4 + 3,05
16 od-OH-dehidroepiandrosterona 7,6 + 3,24‘I ^ j —
16DC-0H-androstendiona 6,9 + 3,50
La Tabla XXIX muestra en conjunto los datos obt_e 
nidos del estudio de la actividad sulfatâsica y aromatizan­
te de 13 pacientes que presentaban una baja concentracidn 
de los estrdgenos totales urinarios.
Solamente una (pâc. 14) présenta valores norma­
les para la actividad sulfat^sica y aromatizante. En este 
caso la excreccidn urinaria del estriol resultd casi normal 
12,9 mg/24 h.
Las demâs pacientes muestran valores mds bien ba 
jos, tanto para la actividad sulfatàsica como para la acti-
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vidad aromatizante.
Encontramos, sin embargo, alguna excepcidn. Por 
ejemplo la paciente 19, estudiada en dos embarazos sucesi- 
vos, y la paciente 18. De hecho esta liltima présenta ima 
actividad -sulfatdsica normal, mientras que tiene una defi­
ciencia de actividad aromatizante; la paciente 19, por el 
contrario, présenta una actividad aromatizante normal y una 
deficiencia en la actividad sulfatàsica.
La Tabla XXX (jpâg, 191) muestra la concentracidn 
de algunos esteroides présentes en el plasma de la paciente 
19 durante el segundo embarazo.
Es interesante resaltar que mientras el estriol 
y el pregnandiol urinarios presentan valores de concentra- 
cidn inferiores a los normales, la concentracidn de dehidr£ 
-epiandrosterona-sulfato y de 16 <X~hidroxi-dehidroepiandro£ 
terona-sulfato urinarios y plasmâticos, estàn sin embargo, 
por encima de los normales.
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4.2.8 Interpretacidn de resultados
Los resultados de este estudio demuestran que 
pueden darse très tipos distintos de deficiencias enzimàti- 
cas unidas a una baja excreccidn de los estrdgenos urina­
rios:
1. Una deficiencia especffica de las sulfatasas.( Pa­
ciente 19, primero y segundo embarazo)
2. Una deficiencia especffica del complejo enzimâtico 
aromatizante. (Paciente I4)
3 . Una deficiencia de los dos complejos enzimdticos 
que parece ser la mâs difundida. ( Uueve de los tre_ 
ce casos estudiados).
De hecho, la elevada concentracidn del dehidro­
epiandrosterona-sulfato y del 16Gt-hidroxi-dehidroepiandros 
terona-sulfato en la orina y en el plasma matemo, se puede 
explicar sdlamente admitiendo una deficiencia de sulfatasas 
que no permitirfa la ulterior aromatizacidn de estos precur 
sores de los estrdgenos.
También los valores bajos del pregnandiol urina­
rio se pueden explicar sdlo si se admite una deficiencia de
193
las sulfatasas, y por lo tanto, la imposibilidad de hidroli 
zar el pregnandiol-sulfato, probable precursor de la pregne, 
nolona sulfato.
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4.2.9 Aromatizacidn en caso de placentas patoldgicas
Para esta experiencia se tomaron seis placentas, 
consideradas patoldgicas, porque, très de ellas dieron lu- 
gar a fetos anancefdlicos; dos, provenfan de pacientes que 
habfan acusado durante el embarazo una toxemia grave ; y la 
sexta habfa padecido anemia hipocrdmica.
4 .2.9 .1 Material utilizado
La preparacidn del^tejido placentario fue igu^l 
que en los casos anteriores (Esquema D, pâg. 112). Se util£ 
zd la fraccidn 10.00C x g , y los sustratos incubados (se- 
gdn el Esquema E, pdg. 116), fueron los siguientes:
Dehidro-epiandrosterona 
19-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
Dehidro-epiandrosterona-sulfato 
Androstendiona 
19-hidroxi-androstendiona 
Testosterone.
19-hidroxi-testosterona 
16 oc-hidroxi-dehidroepiandrosterona 
16od-hidroxi-andr0stendiona 
16 c<-hidroxi-testosterona
La determinacidn de los estrdgenos formados, se 
hizo como se explica en 3.7.1 y puede verse resumido en el
195
Esq-uema P (pdg, 122)
4.2.9.2 Valores obtenidos
La Tabla XXXI muestra los resultados obtenidos
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en estas incubaciones. La figura 67 représenta gràficamente 
los resultados.
-----  Media placentas normales
_____  Desviacidn standard —
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4.2.10 Interpretaci(5n de los resultados
Dada la dificultad de obtener un ndraero suficien 
temente significative de placentas con estos tipos de pato- 
logfa en un periodo de tiempo determinado, es diffcil dar 
una interpretacidn definitiva a los resultados.
Por ello, nos tenemos que limitar en este caso,a 
la aportacidn de los datos obtenidos con la esperanza de 
que estudios posteriores continiien proporcionando mds expe- 
riencias, de modo que, acumuldndose mayor ndmero de datos, 
puedan damos una luz sobre el problema.
Existen ya algunos datos de estudios precedences 
(119, 121), pero con frecuencia surge la dificultad de que 
estos experimentos, realizados en distintos laboratorios, 
con distintos criterios, y bajo condiciones diversas,son d£ 
ffcilmente parangonables, por lo que la interpretacidn con- 
junta ofrece dificultad.
En nuestro caso, como puede verse en la Tabla 
XXXI (pdg. 196) y en la figura 67 (pdg. 195) la mayorfa de 
los valores obtenidos -sdlo cabe exceptuar una de las pla­
centas de feto anancefdlico- estdn por debajo de los limi­
tes inferiores de los valores medios obtenidos para el gru-
198
po de placentas normales.
Los valores correspondientes a las placentas de 
fetos anancefdlicos -excluyendo a la que tiene valores que 
entran dentro de los mdrgenes normales de variabilidad-, e£ 
tdn un poco por encima de los correspondientes a las placen 
tas de pacientes con toxemia y anemia hipocrdmica, que tie- 
nen valores aromatizantes muy bajos.
c o ï ï C L U s i o r r E s  f i n a l e s
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En este estudio se han investigado algunos aspe£ 
tos relativos a la biosfntesis de los estrdgenos y en parti 
cular del estriol, en placentas normales y patoldgicas. Tarn 
bién se ha profundizado en el estudio de la reaccidn de ar£ 
matizacidn en la placenta.
En primer lugar se estudiaron las condiciones d£ 
timas para la reaccidn de aromatizacidn en la placenta, re_s 
pecto a la cantidad de sustrato (dehidroepiandrosterona y 
16<X-0H-dehidroepiandrosterona), y al tiempo de incubacidn.
En segundo lugar, se estudid la cinética de la 
reaccidn de aromatizacidn de la ISoc-OH-dehidroepiandroste-’ 
rona, en relacidn con la formacidn de estriol y de algunos 
compuestos intermedios.
Se ha investigado tambidn, la actividad aromati­
zante de un grupo de catorce placentas procédantes de pa­
cientes con baja eliminacidn de estriol durante la gesta- 
cidn (insuficiencias plaoentarias), en relacidn con la acti 
vidad aromatizante de un grupo de trece placentas provenien 
tes de embarazos normales.
Entre las placentas patoldgicas se han estudiado, 
en grupo aparté, seis placentas procédantes de très gesta-
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clones con feto anancefdlico, dos de toxemias graves y una 
de anemia hipocrdmica.
Paralelamente a la actividad aromatizante se ha 
determinado tambidn, en las gestaciones con insuficiencia 
placentaria, la actividad sulfatdsica.
Se ha realizado, ademds, un estudio sobre los m£ 
todos de andlisis cualitativo y cuantitativo de los estero£ 
des 16c^-hidroxilados, implicados en la biosfntesis del es­
triol en la placenta. Los mdtodos considerados han sido:cro_ 
matograffa en columna de alümina y dcido silfcico, cromato­
graffa sobre capa fina y cromatograffa gas-lfquido.
Los resultados mds salientes de esta investiga- 
cidn pueden resumirse en los siguientes puntos :
1. La cantidad de sustrato (dehidroepiandroste­
rona, 16c<-0H-dehidroepiandrosterona) dptima para la reac­
cidn de aromatizacidn es de 50-100 yU.g/10 g de tejido pla­
centario.
2. La mdxima produccidn de estrdgenos a partir 
de incubaciones con dehidroepiandrosterona y 16(X -OH-deh^d 
droepiandrosterona, se obtiene entre los 40 y 60 minutos de 
incubacidn.
3. Sn el estudio cindtico de la aromatizacidn 
de la 16o(-OH-dehidroepiandrosterona, se ha podido estable- 
cer que la secuencia principal de los productos que se for­
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man sucesivamente es:
16^-OH-androstendiona —►lô^-OH-estrona estriol
4. En el mismo estudio cindtico se ha puesto en 
evidencia un compuesto, probable precursor del estriol, que 
segdn los criterios de caracterizacidn empleados, parece 
ser la 16o^, 19-dihidroxiandrost-4-ene-3,17-diona, que apar_e 
ce entre los 20-30 minutos de incubacidn.
5. Este compuesto, probable precursor del es­
triol, se convierte en estriol mediante incubacidn con tej£ 
do placentario.
6. Se ha encontrado que la capacidad de aromat£ 
zacidn de un grupo de catorce placentas procédantesJde emba 
razos con insuficiencia placentaria, es significativamente 
inferior a la capacidad de aromatizacidn de un grupo de tr_e 
ce placentas procédantes de embarazos normales.
7. Se ha comprobado tambidn, que la actividad 
sulfatàsica de las placentas procédantes de gestaciones con 
insuficiencia placentaria, es significativamente inferior a 
la del grupo de placentas procedentes de gestaciones norma­
les.
8. Entre las pacientes con insuficiencia placen 
taria, ha podido demostrarse que una de ellas (paciente 19) 
tenfa una placenta con deficiencia casi total de actividad
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sulfatdsica.
9. Es interesante resaltar que la concentracidn 
de dehidroepiandrosterona-sulfato y 16oc-OH-dehidroepiandro£ 
terona-sulfato en la sangre y orina de esta paciente estaban 
por encima de los valores normales.
10. Entre las pacientes con insuficiencia placen­
taria, se ha podido demostrar que una de ellas (paciente 18) 
tenfa una placenta con una deficiencia casi total de activi­
dad aromatizante.
11. En un grupo de seis placentas procedentes de 
très gestaciones con feto anancefdlico, dos de toxemias gra­
ves y una de anemia hipocrdmica, se ha podido constatar que 
la capacidad aromatizante estaba por debajo de los valores 
normales en todos los casos excepto uno: se trataba de una 
placenta procédante de paciente con feto anancefdlico que al 
canzaba valores muy prdximos a los normales.
12. Se ha estudiado el comportamiento cromatogrd- 
fico en columnas de aldmina y dcido silfcico de los esteroi­
des 16c<-hidroxilados, implicados en la biosfntesis de es­
triol en la placenta, utilizando très sistemas de eluyentes 
distintos para la columna de aldmina y otro, para la columna 
de dcido silfcico.
13. Se ha estudiado tambiën, el comportamiento
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cromatogrdfico de estos seis compuestos sobre capa fina, u- 
tilizando quince sistemas distintos de disolventes de desa- 
rrollo.
14. Se ha estudiado, ademds, el comportamiento 
en gas-cromatograffa de estos mismos compuestos como dériva 
dos acetilados 0 trimetilsililëteres, en seis fases estaci£ 
narias diferentes.
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